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3-MCPD-d5   deuteroitu 3-monokloori-1,2-propaanidioli 
BfR  Saksan kansallinen riskinarviointitutkimuslaitos (saks. 
Bundesinstitut für Risikobewertung) 
CLP-asetus kemikaalien luokitusta, merkintöjä ja pakkaamista koskeva 
asetus (engl. Classification Labeling Packaging) 
CONTAM elintarvikeketjun vierasaineita käsittelevä tiedelautakunta 
(engl. The Panel on Contaminants in the Food Chain) 
DAG   diasyyliglyseroli 
EFSA  Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto (engl. European 
Food Safety Authority) 
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GC-MS   kaasukromatografi-massaspektrometri 
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aineenvaihduntaa. 
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IRMM Vertailumateriaalien ja mittausten tutkimuslaitos (Institute 
for Reference Materials and Measurements) 
6 
 
ISO kansainvälinen standardisoimisjärjestö (engl. International 
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I KIRJALLISUUSOSA 
1. Johdanto 
 
Palmuöljy on ollut elintarvikekäytössä jo tuhansia vuosia. Viime vuosikymmeninä on 
kuitenkin paljastunut, että kasviöljyissä ja niistä valmistetuissa elintarvikkeissa esiintyy 
suurina määrinä terveydelle todennäköisesti haitallisia klooripropanoliyhdisteitä (2- ja 
3-MCPD) ja glysidolia esteröityneessä muodossa.
1
 Erityisen hälyttäviä pitoisuuksia on 
mitattu palmuöljyistä. Ajankohtaiseksi aiheeksi ovat nousseet 3-MCPD- ja 
glysidyyliestereiden muodostumismekanismit, niiden toksisuus ja turvallisesti 
nautittavat pitoisuudet. 
Tässä pro gradu –työssä esitellään viimeisimpiä tutkimustuloksia MCPD- ja 
glysidyyliestereiden muodostumisesta, esiintymisestä, metaboliasta, toksisuudesta ja 
analytiikasta. Erityisesti on kiinnostuttu muodostumismekanismeista ja esiintymisestä 
kasviöljyissä ja niistä valmistetuissa tuotteissa. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja glysidyyliesterit 
muodostuvat sivutuotteina kasviöljyn jalostusprossessissa. Erityisesti korkeassa 
lämpötilassa suoritettu hajunpoistovaihe (deodorisaatio) on kriittinen prosessin vaihe 
muodostumisen suhteen. Työn kolmannessa luvussa esitellään tarkemmin mahdollisia 
mekanismeja, joilla MCPD- ja glysidyyliesterit muodostuvat. 
Euroopan komission suosituksen (EU/661/2014)
2
 mukaisesti tulee mitata MCPD-
yhdisteiden ja glysidyylirasvahappoesterien pitoisuuksia elintarvikkeissa sekä 
kasviöljyissä ja -rasvoissa, jotta niille altistumista voidaan arvioida. Euroopan 
elintarviketurvallisuusviranomainen (EFSA) pyrkii toimeenpanemaan tämän 
suosituksen.
3
 
Analyyttisten menetelmien kehityksessä on tapahtunut viime vuosina paljon. Erityisesti 
epäsuorien menetelmien kehitys on johtanut parantuneeseen herkkyyteen ja 
tarkkuuteen. MCPD- ja glysidyyliestereiden analytiikasta on kerrottu tarkemmin 
tutkielman viidennessä luvussa. 
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2. 2-kloori-1,3-propaanidioli-, 3-kloori-1,2-propaanidioli- ja 
glysidyylirasvahappoesterit 
 
3-MCPD:n varsinainen IUPAC-nimi on 3-klooripropaani-1,2-dioli. Yhdiste tunnetaan 
myös nimillä kuten kloorideoksiglyseroli, α-kloorihydriini ja glyseroli-α-
monokloorihydriini. Viime vuosina sille on kuitenkin vakiintunut kirjallisuudessa 
triviaalilyhenne 3-MCPD. Vastaavasti sen isomeerille 2-kloori-1,3-propaanidiolille on 
vakiintunut nimi 2-MCPD. Rakenteeltaan yhdisteet ovat glyserolijohdannaisia, kuten 
glysidoli (2,3-epoksi-1-propanoli). Sekä vapaiden 3-MCPD:n, 2-MCPD:n ja glysidolin 
että niiden estereiden rakenteet on esitetty kuvassa 1.  
 
 
Kuva 1. Vapaat muodot 3-MCPD:stä, 2-MCPD:stä ja glysidolista, sekä niiden esterien 
yleiset rakenteet. 
3-MCPD- ja 2-MCPD-rasvahappoesterit (MCPD-esterit), sekä glysidyylirasva-
happoesterit ovat kontaminantteja, joita muodostuu elintarvikkeiden, erityisesti 
kasviöljyjen, jalostuksessa. 3-MCPD:n on havaittu olevan niin laajalti esiintyvä 
kontaminantti, että sitä voidaan pitää klooripropanoli-ryhmän yleisimmin esiintyvänä 
yhdisteenä.
4
 
3-MCPD löydettiin vuonna 1978 vapaana muotona muiden klooripropanoliyhdisteiden 
kera happohydrolysoidusta kasviproteiinista (HVP), jota käytetään soijakastikkeen 
valmistuksessa. Yhdisteet muodostuvat korkeassa lämpötilassa suoritetussa 
happohydrolyysissä lipidikomponenteista ja vetykloridista.
5
 Yleisemmin 
muodostuminen tapahtuu kuitenkin kasviöljyn jalostuksen kuumahöyrytysvaiheessa 
(engl. deodorization). Muodostumismekanismeista on kerrottu enemmän luvussa 
kolme. 
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Esterimuodossa 3-MCPD havaittiin ensimmäisen kerran vuonna 1980.
1
 Sittemmin 
havaittiin myös 2-MCPD-estereitä ja todettiin, että näiden lisäksi muodostuu myös 
glysidolin rasvahappoestereitä vastaavissa reaktio-oloissa samoista lähtöaineista, ja että 
yhdisteet esiintyvät samanaikaisesti yhdessä.
6
 
Viimeisen viidentoista vuoden aikana on havahduttu siihen, että yhdisteet voivat olla 
terveydelle vaarallisia, mikä on herättänyt laajasti mielenkiintoa niitä kohtaan, ja niitä 
koskeva tutkimustieto on kasvanut.  
Pitoisuudet elintarvikkeissa ovat vaihdelleet eri mittauksissa 500 µg/kg jopa kymmeniin 
tuhansiin µg/kg. Pitoisuuksissa on havaittu suurta vaihtelua sekä eri elintarvikeryhmien 
välillä, että eri valmistajilta saatujen samojen elintarvikkeiden välillä. Syynä tähän on 
esimerkiksi se, että erilaisissa kasviöljyissä pitoisuudet ovat hyvin vaihtelevia, joten 
niistä valmistetuissa elintarvikkeissakin pitoisuudet ovat vaihtelevan suuruisia. 
Palmuöljyssä pitoisuudet ovat erityisen korkeita. Täten palmuöljystä valmistetuissa 
tuotteissa yhdisteitä voi olla hyvin suuria pitoisuuksia.
3
 Yhdisteiden esiintymisistä on 
kerrottu enemmän luvussa neljä. 
Vapaat muodot ovat poolisia, mistä johtuen vapaalla 3-MCPD:llä on korkea 
kiehumispiste, 213 °C. Se on emäksisessä vesiliuoksessa epästabiili, ja hajoaa glysidolin 
kautta glyseroliksi.
7
 Kuten kuvasta 1 nähdään, 2- ja 3-MCPD:llä on kaksi vapaata 
hydroksyyliryhmää. Nämä yhdisteet voivat siis esteröityä rasvahappojen kanssa sekä 
monoestereiksi, että diestereiksi. Yleisimpiä rasvahappoketjuja, joihin yhdisteet voivat 
esteröityä, ovat esimerkiksi palmitiini (16 hiiltä, tyydyttynyt) steariini (18 hiiltä, 
tyydyttynyt) ja oleaatti (18, cis-9-tyydyttymätön). Koska 3-MCPD on epäsymmetrinen 
molekyyli, se voi muodostaa joko 1- tai 2-monoestereitä, joilla on todettu olevan 
erilaiset hydrolysoitumisnopeudet in vitro –kokeissa.8 Glysidolilla on reaktiivinen 
epoksidiryhmä, ja vain yksi OH-ryhmä. Täten se muodostaa vain monoestereitä. Kaiken 
kaikkiaan 2-MCPD-yhdisteet ovat näistä vähiten tunnettuja ja tutkittuja. 
3-MCPD:llä on kiraliakeskus, joten se on kiraalinen yhdiste. Kuvassa 2 on esitetty 3-
MCPD:n stereoisomeerit.
1
 Isomeereilla on toisistaan poikkeavat toksikologiset profiilit. 
Metaboliasta ja toksikologiasta on kerrottu tarkemmin luvussa 4. 
 
Kuva 2. 3-MCPD:n isomeerien Fischer-projektiot.
1 
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3-MCPD:n S-isomeeria on sen hedelmällisyyttä vähentävien ominaisuuksien ansiosta 
tutkittu ehkäisykeinona, ja se onkin rekisteröity kemosterilantiksi tuholaisjyrsijöiden 
vähentämiseksi.
9
 
Molekyylirakenteistaan johtuen 3-MCPD:lle ja glysidolille löytyy lukuisia 
käyttökohteita kemianteollisuudessa. 3-MCPD:tä käytetään useiden tuotteiden 
synteesissä välituotteena, esimerkiksi kolesterolin alentamiseen käytetyn 
statiinilääkeaineen, atorvastatinin, ja lääketieteellisessä kuvantamisessa varjoaineena 
käytetyn ioheksoolin synteesissä.
10
 3-MCPD:tä on käytetty myös alentamaan dynamiitin 
jäätymispistettä.
9
 
Glysidolia ja sen johdannaisia käytetään kemianteollisuudessa laajalti. Esimerkiksi 
elintarviketeollisuudessa käytetään pakkausmateriaaleissa, kuten paperipurkeissa, ja 
suodatinpaperissa glysidolin johdannaisen, epikloorihydriinin polymeerihartseja. Eräs 
näistä on polyamidoamiini-epikloorihydriini (PAAE). 3-MCPD on epikloorihydriinin 
hydrolyysituote, joten sitä on mitattu esimerkiksi kahvin suodatinpapereista.
11
 MCPD- 
ja glysidyyliestereiden esiintymisestä on kerrottu luvussa 4.1. 
Rakenteellisista tekijöistä johtuen glysidyyliesterit ovat epästabiilimpia kuin 3-MCPD-
rasvahappoesterit. Tätä on selitetty sillä, että glysidyyliestereiden kiteytymisprosessi on 
monimutkaisempi johtuen epoksidirenkaasta.
12 
  
2.1.  Säädökset ja rajoitukset liittyen MCPD-yhdisteisiin 
 
Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto (EFSA) julkaisi 2016 lausunnon,
3
 jonka 
mukaan suurimpia MCPD- ja glysidyyliesterilähteitä ovat ruokaöljyt ja rasvat. 
Lausunnon mukaan on syytä olettaa, että lähes kaikki esteröitynyt MCPD ja glysidoli 
vapautuu ihmisen ruoansulatuselimistössä. 
Vapaan 3-MCPD:n ja glysidolin erilaisista reaktiivisuuksista johtuen yhdisteillä on 
erilaiset vaikutukset elimistössä. 3-MCPD:n on todettu oleva in vitro –olosuhteissa 
genotoksinen, mutta in vivo –kokeissa sitä ei ole voitu osoittaa. Glysidolin tiedetään 
olevan mutageeninen ja genotoksinen yhdiste. Genotoksisuus on osoitettu eläinkokeissa 
sekä in vitro että in vivo –olosuhteissa.13  
3-MCPD:llä ei ole CLP-asetuksen (EC/1272/2008) mukaista harmonisoitua luokitusta 
ja merkintää. Sen on kuitenkin todettu olevan mahdollisesti karsinogeeninen ja 
hedelmällisyyttä vähentävä,
9
 ja useat valmistajat ja maahantuojat EU-alueella 
luokittelevat sen karsinogeeniseksi ja mutageeniseksi luokassa 2, sekä 
lisääntymishaitalliseksi luokassa 1B.
13
 
11 
 
IARC (The International Agency for Research on Cancer) luokittelee 3-MCPD:n 
mahdollisesti ihmisille karsinogeeniseksi yhdisteeksi, perustuen siihen että se on 
laboratorio-oloissa aiheuttanut koe-eläimille munuaistiehyiden kasvaimia ja kivesten 
välisolujen rauhaskasvaimia.
10
 Uskotaan, että 3-MCPD johtaa kasvaimiin ei-
genotoksisin mekanismein.
1
 IARC luokittelee glysidolin luokkaan 2B, eli sitä pidetään 
todennäköisesti syöpää aiheuttavana yhdisteenä.
10
 
Vuonna 2001 Euroopan elintarvikealan tiedekomitea SCF (engl. Scientific Committee 
on Food) määritteli 3-MCPD:lle TDI-arvoksi (siedettävä päiväannos, engl. tolerable 
daily intake) 2 µg painokiloa kohden. Niin ikään Euroopan yhteisöjen komission asetus 
1881/2006 määrittelee suurimmat sallitut pitoisuudet happohydrolysoidussa 
kasviproteiinissa ja soijakastikkeessa 20 µg/kg. Käytännössä tämä arvo pätee 
nestemäisille elintarvikkeille, joissa on 40 % kuiva-ainetta, eli se vastaa 50 µg/kg kuiva-
aineessa. Asetuksessa ei anneta raja-arvoja 2-MCPD:lle, MCPD-estereille tai 
glysidolille ja sen estereille.
3
 
Viimeaikaisemmassa, vuoden 2016 Euroopan elintarviketurvallisuusviraston (EFSA) 
julkaisussa EFSA:n alainen elintarvikeketjun vierasaineita käsittelevä tiedelautakunta 
(CONTAM-lautakunta) määritteli yhteiseksi TDI-arvoksi vapaalle 3-MCPD:lle ja 3-
MCPD-estereille 0,8 µg painokiloa kohden.
3
 Heidän arvonsa perustui 
pitkäaikaistutkimuksiin MCPD-yhdisteiden terveysvaikutuksista ja päätelmälle, että 
vapaalla 3-MCPD:llä ja sen esterimuodolla on samanlaiset toksikologiset vaikutukset. 
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3. MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostuminen: 
happohydrolyysi, paistuminen, ja kasviöljyn 
jalostusprosessit 
 
3-MCPD-yhdisteitä havaittiin ensimmäisenä happohydrolysoidusta kasviproteiinista 
(HVP). 3-MCPD syntyy valmistusprosessin hydrolyysivaiheessa, jossa kloridi reagoi 
raaka-aineseoksen lipidien ja fosfolipidien kanssa. Hydrolyysivaiheen lämpötila voi olla 
jopa 120 °C. Soijakastiketta voidaan tuottaa myös perinteisellä käymisreaktiolla, jolloin 
on todettu, että 3-MCPD-pitoisuudet ovat huomattavasti pienempiä.
14
 
MCPD- ja glysidyyliestereitä voi muodostua myös ruokaa paistettaessa. Tämä ei ole 
pääasiallinen muodostumismekanismi, mutta koska paistotuotteita syödään maailmassa 
merkittäviä määriä, on sekin hyvä huomioida. Maillard-reaktioksi kutsutaan ilmiötä, 
jossa ruoka ruskistuu ei-entsymaattisesti paistuessaan, esimerkiksi leivosten 
ruskistuminen uunissa on osin Maillard-reaktion seurausta. Tällöin muodostuu seos 
erilaisia molekyylejä, joista jotkut tuovat haluttuja ominaisuuksia kuten makua ja 
miellyttävän ulkonäön. Samalla kuitenkin syntyy myrkyllisiä sivutuotteita, kuten 
MCPD-yhdisteitä.
15
 Tämä johtuu siitä, että taikinan lipidit ja ruokasuola (NaCl) 
reagoivat kuumuudessa. Aminohapot ja orgaanisten yhdisteiden kloridisuolat edistävät 
glyserolin klorinoitumista.
16
 
Kasviöljyjen jalostus on välttämätön prosessi, jotta saadaan laadukasta ja 
koostumukseltaan, niin maun, hajun kuin ulkonäön suhteen, oikeanlaista lopputuotetta. 
Öljyn puhdistukseen eli raffinointiin kuuluu seuraavat vaiheet: saostus (engl. 
degumming), valkaisu ja suodatus (engl. bleaching), ja kuumahöyrytys (eli hajunpoisto) 
(engl. deodorization).   
Mekanismi, jolla 3-MCPD-esterit muodostuvat jalostusprosesseissa ei ole vielä täysin 
selvä. Tällä hetkellä pidetään kuitenkin todennäköisenä sitä, että deodorisaatio- eli 
hajunpoistovaihe (kuumahöyrytys) jalostuksessa on merkittävin vaihe, jossa MCPD- ja 
glysidyyliestereitä muodostuu. Hajunpoisto suoritetaan korkeassa, noin 180 – 230 °C, 
lämpötilassa, minkä on erityisesti todettu olevan pääasiallinen myötävaikuttaja MCPD- 
ja glysidyyliestereiden muodostumiselle lähtöaineiden eli asyyliglyserolien ja 
klooridonorien läsnä ollessa.
17
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3.1. Kasviöljyjen jalostusprosessit 
 
Kuvassa 3 on esitetty kasviöljyjen tärkeimmät jalostusvaiheet MCPD- ja 
glysidyyliestereiden muodostumisen kannalta. Esimerkkiöljynä on palmuöljy, sillä siitä 
on todettu suurimmat pitoisuudet MCPD- ja glysidyyliestereitä. 
 
Kuva 3. Kuvassa on esitetty 3-MCPD:n muodostumiselle relevantit jalostusprosessin 
vaiheet kasviöljyn (esimerkkinä palmuöljy) jalostuksessa. 
Kasviöljyjen jalostuksen ensimmäisessä vaiheessa, saostuksessa raakaöljystä erotetaan 
epäpuhtauksia kuten hartseja, lesitiineja, fosforiyhdisteitä (esimerkiksi fosfatideja), 
proteiineja ja metalleja. Kyseiset yhdisteet aiheuttavat väri- ja makuhauttoja öljyyn 
mikäli niitä ei poistettaisi. Hartsit, jotka ovat usein kolloidisessa muodossa, käsitellään 
happamissa oloissa, minkä seurauksena ne voidaan saostaa pois öljystä. Tämä tapahtuu 
happokäsittelyllä fosforihapon vesiliuoksessa. Neutraloitaessa vapaat rasvahapot 
saostuvat. Fosforihapon määrä riippuu öljyn laadusta ja vaihtelee välillä 0,05 % – 0,15 
%. Liika happamuus aiheuttaa muun muassa öljyn tummenemista.  Fosforihappo 
voidaan neutralisoida kalsiumoksidilla tai kalsiumkarbonaatilla ennen 
valkaisuvaihetta.
18
 
Valkaisuvaiheessa puhdistettava öljy ohjataan savimaasta koostuvaan suodattimeen, 
joka ei päästä epäpuhtauksia läpi. Valkaisuun käytettävä maa-aines on aktivoitua savea, 
jota voidaan käyttää sen adsorptiokyvyn ja valkaisuaktiivisuuden takia öljyjen ja 
rasvojen puhdistukseen.
19
 Tässä vaiheessa väriaineet kuten klorofyllit ja karoteenit ja 
makuun vaikuttavat tekijät suodatetaan pois. 
Kuumahöyrytysvaiheessa, eli hajunpoistovaiheessa (deodorisaatio), valkaistu raakaöljy 
ohjataan alhaisen paineen astiaan, missä siitä poistetaan korkeassa lämpötilassa 
vesihöyryn avulla happo- ja emäsjäämiä sekä vesiliukoisia epäpuhtauksia, jotka 
heikentävät öljyn maku- ja hajuominaisuuksia.
19
 Tarkoituksena on saada oikean 
makuista, hajuista, väristä ja hyvin säilyvää öljyä. Kuumahöyrytys on käytännössä 
vesihöyrytislausprosessi, jossa höyrystyvät epäpuhtaudet tislataan pois. Lämpötila on 
noin 180 – 260 °C, paineen ollessa 3 – 20 mbar.20 
14 
 
3.2. Asyylioksonium-ionimekanismi 
 
Jalostuksen hajunpoistovaiheessa kasvisöljy on seos, joka sisältää triasyyliglyseroleja 
(TAG), diasyyliglyseroleja (DAG) ja monoasyyliglyseroleja (MAG), vapaita 
rasvahappoja (FFA) ja klooriyhdisteitä (epäorgaanisia klorideja ja orgaanisia 
klooriyhdisteitä). On osoitettu, että nämä yhdisteet toimivat korkeissa lämpötiloissa 
hajunpoistovaiheessa prekursoreina MCPD- ja glysidyyliestereille.
20
 
Eri kasviöljytyypeillä, esimerkiksi palmuöljyllä ja rypsiöljyllä, on erilaiset suhteelliset 
pitoisuudet asyyliglyseroleja ja klooripitoisia yhdisteitä. Hrncirik ja van Duijn 
havaitsivat,
17
 että MCPD- ja glysidyyliestereitä muodostui merkittävästi enemmän 
palmuöljyn deodorisaatiossa kuin rypsiöljyn hajunpoistovaiheessa. Tämän on esitetty 
johtuvan siitä, että palmuöljyssä on poikkeuksellisen suuri osuus diasyyliglyseroleja, 4 
– 12 %, kun yleensä kasviöljyissä on vain 1 – 2 % diasyyliglyseroleja.21 
Smidrkal et al. esittivät mahdollisen mekanismin,
20
 jolla 3-MCPD-esterit voisivat 
muodostua hajunpoistovaiheessa korkeassa lämpötilassa. Reaktiossa lähtöaineena 
toimivat lipidit, asyyliglyserolit, ja muodostuminen tapahtuu asyylioksonium-
ionivälivaiheen kautta. Mahdollinen reaktiomekanismi on esitetty kuvassa 4. Aluksi 
glyserolin oksoryhmän happiatomi protonoituu, mitä seuraa 1,3-dioksolaanirenkaan 
muodostuminen. Syklinen oksonium-ioni muodostuu, kun huono lähtevä ryhmä, 
hydroksyyli protonoituu, ja lohkeaa vetenä. Nukleofiilisessä substituutiossa kloridi-ioni 
hyökkää vähemmän steerisesti estyneeseen hiiliatomiin ja rengasrakenne aukeaa. 
Päätuotteena saadaan 3-MCPD-esteri. 2-MCPD-esterit muodostuvat sivutuotteena, sillä 
niiden muodostuminen on steerisesti estyneempi. 
 
Kuva 4. Mahdollinen reaktiomekanismi, jolla 3-MCPD- ja 2-MCPD-esterit 
muodostuvat mono- ja diasyyliglyseroleista.
20
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Cheng et al. esittivät,
22
 että vastaavalla tavalla mono- ja diasyyliglyseroleista voisi 
kasviöljyjen hajunpoistovaiheessa syntyä syklisen asyylioksonium-ionin 
uudelleenjärjestymisen seurauksen glysidyyliestereitä. Kuvassa 5 on heidän esittämänsä 
mahdollinen reaktiomekanismi. 
 
Kuva 5. Glysidyyliestereiden muodostuminen korkeassa lämpötilassa asyylioksonium-
ionin uudelleenjärjestymisestä.
22
 
Rahn ja Yaylayan seurasivat
23
 asyylioksonium-ionin muodostumisreaktiota FTIR-
menetelmällä. He havaitsivat, että karbonyyliabsorbanssi pieneni, ja voitiin havaita 
vahvempi uusi, alemman taajuuden signaali. Alempi taajuus indikoi 
kaksoissidosluonteen heikenneen muodostuneessa uudessa sidoksessa. Havainnot 
tukevat päätelmää, että MCPD- ja glysidyyliesterit muodostuvat asyyliglyseroleista 
syklisen asyylioksonium-ionin kautta.  
Edelleen Rahn ja Yaylayan tutkimuksen
23
 mukaan asyylioksonium-ionin 
muodostuminen on riippuvainen asyyliglyserolin rakenteesta. 1,2-dipalmitiiniglyseroli 
muodostaa syklisen ionin tehokkaammin kuin tripalmitiini tai 1-monopalmitiini. Niin 
ikään Smidrkal et al. osoittivat,
20
 että 3-MCPD-esterit muodostuvat 2 – 5 kertaa 
nopeammin dipalmitiinista kuin monopalmitiinista.  Heidän esittämänsä selitys ilmiölle 
on esitetty kuvassa 6. Monoasyyliglyserolin oksoryhmällä on pienempi elektronitiheys 
johtuen vetysillasta, jonka se muodostaa glyserolin primäärisen tai sekundäärisen 
hydroksyyliryhmän kanssa. Diasyyliglyserolilla on kaksi oksoryhmää, joista vain toinen 
muodostaa vetysidoksen hydroksyyliryhmän kanssa. Toinen oksoryhmän happi on 
vapaana protonoitumaan. 
 
Kuva 6. Mono- ja diasyyliglyserolin oksoryhmän happiatomin ja hydroksyylivedyn 
väliset vetysidokset.
20
 
Cheng et al. mukaan
22
 toinen syy sille, miksi monoasyyliglyseroleista muodostuu 
vähemmän MCPD- ja glysidyyliestereitä on se, että hajunpoistovaiheessa 
monoasyyliglyserolit voivat höyrystyä ja tislaantua pois. 
16 
 
3.3. Asyylioksonium-radikaalimekanismi 
 
X. Zhang et al. esittivät,
24
 että MCPD- ja glysidyyliesterit voisivat muodostua vapaa 
radikaali –välitteisellä mekanismilla. Tällöin välituotteena on syklinen asyylioksonium 
–vapaa radikaali ja epoksidirenkainen vapaa radikaali.25 Kuvassa 7 on esitetty 
mekanismi vapaa radikaali –välitteiselle MCPD- ja glysidyyliesterien muodostumiselle 
perustuen X. Zhang et al. suorittamiin FTIR- ja ESR-mittauksiin (elektronin 
paramagneettinen resonanssi). korkean lämpötilan oloissa, jotka mallintavat ruokaöljyn 
jalostuksen hajunpoistovaiheen olosuhteita. 
ESR-spektroskopialla voidaan tutkia spesieksiä, joilla on pariton elektroni. Mittauksissa 
välituotteena havaittiin syklinen asyylioksonium –vapaa radikaali. Kokeissa käytettiin 
DMPO:ta (5,5-dimetyyli-pyrroliini N-oksidi) spin-trap-reagenssina radikaalin 
stabiloimiseen mittauksen ajaksi. Korkeamman intensiteetin ESR-signaali havaittiin 
korkeammassa lämpötilassa. Q-TOF-MS/MS-analyysillä varmistettiin radikaali-
intermediaattien olemassaolo.
24 
Kuvassa 7 esitetyssä mekanismissa reaktio saa alkunsa, kun lämpökäsittelyssä 
muodostunut lipidiradikaali eliminoi hydroksyyliryhmän (–OH) diasyyliglyserolin C-3-
hiilestä. Triasyyliglyserolin ollessa kyseessä, eliminoituu asyyliryhmä (RCOO–). 
Ryhmät irtoavat vapaina radikaaleina. Muodostunut epästabiili hiilikeskusradikaali 
hyökkää esterisidokseen, jolloin muodostuu syklinen asyylioksonium –radikaali tai 
epoksidirenkainen vapaaradikaali.
25
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Kuva 7. MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostuminen radikaalimekanismilla.
24
 
Kuvassa on esitetty myös miten Fe
2+
-/Fe
3+
-ionit mahdollisesti stabiloivat radikaalia.
25 
 
Syklisen rakenteen ansiosta asyylioksonium –vapaa radikaali ja epoksidirenkainen 
vapaa radikaali ovat suhteellisen stabiileja yhdisteitä, sillä elektroni on niissä 
delokalisoitunut useammalle atomille.
24
 3-MCPD- tai glysidyyliesteri muodostuu, kun 
syklinen radikaali reagoi edelleen klooriradikaalin tai klooripitoisen yhdisteen kanssa. 
Klooriyhdiste (YCl) voi olla esimerkiksi orgaaninen pestisidi tai Cl2-molekyyli tai 
epäorgaaninen kloridiyhdiste kuten HCl tai FeCl2.
24
 
Z. Zhang et al. havaitsivat,
25
 että FeCl2- ja FeCl3-suolan läsnä ollessa muodostui 3-
MCPD-diestereitä suurempia pitoisuuksia kuin muiden epäorgaanisten ja orgaanisten 
klooriyhdisteiden läsnä ollessa. He päättelivät, että tämä suurempi reaktiivisuus johtuu 
siitä, että Fe
2+
- ja Fe
3+
-ionit edistävät syklisen radikaalivälituotteen muodostumista ja 
täten katalysoivat MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumista.  
Kuten kuvassa 7 on esitetty, rautaionit voivat Z. Zhang et al. mukaan
25
 stabiloida 
radikaaleja muodostamalla komplekseja okso-ligandien (O-Fe
2+
 / O-Fe
3+
) välityksellä. 
He eivät havainneet katalyyttisessa aktiivisuudessa eroa Fe2(SO4)3:n ja FeSO4:n välillä. 
Kuitenkin tristearoyyliglyseroli oli vähemmän aktiivinen muodostamaan 3-MCPD-
diestereitä kuin distearoyyliglyseroli.  
 
18 
 
H. Zhang et al. käyttivät
26
 1,2-distearoyyli-sn-glyserolia malliyhdisteenä ja tutkivat, 
miten antioksidantit (L-askorbyylipalmitaatti, α-tokoferoli, lipofiiliset teen polyfenolit, 
ja rosmariiniuutteet) vaikuttavat korkeassa lämpötilassa MCPD-estereiden 
muodostumiseen.  Kuvassa 8 on esitetty heidän käyttämänsä antioksidanttien rakenteet. 
Kaikki tutkimuksessa käytetyt antioksidantit on hyväksytty elintarvikekäyttöön. 
He havaitsivat,
26
 että kaikki antoksidantit pienensivät vapaa radikaali –pitoisuuksia 
merkittävästi, mikä edelleen vähensi MCPD-estereiden muodostumista. Rosmariiniuute 
oli tutkituista yhdisteitä tehokkain inhibiittori: se vähensi jopa 82,4 % MCPD-estereiden 
pitoisuutta. Antioksidantin määrällä oli myös vaikutus. Mitä suurempi pitoisuus 
antioksidanttia, sitä tehokkaampi vähentävä vaikutus sillä oli. Huoneenlämmössä 
suoritetuissa kokeissa antioksidanteilla ei havaittu vaikutusta, mikä johti päätelmään, 
että ne estävät syklisen asyylioksonium-radikaalin muodostumisen korkeassa 
lämpötilassa. Havainto tukee kuvassa 7 esitettyä radikaalireaktiomekanismia. 
 
Kuva 8. Antioksidantit ovat vahvoja elektronidonoreita.
26
 Ne voivat inhiboida syklisen 
radikaalivälituotteen muodostumisen. 
Mahdollinen mekanismi, jolla antioksidantit inhiboivat syklisen radikaalin 
muodostumisen on esitetty kuvassa 9. Antioksidantit (AH) ovat vahvoja 
elektronidonoreita, joten niistä muodostunut H-radikaali voi neutraloida 
asyyliglyserolista muodostuneen radikaalin, ennen kuin siitä muodostuu edelleen 
syklinen asyylioksonium-radikaali. Antioksidantit voivat vastaavasti inhiboida Cl-
radikaalin muodostamalla HCl:n, joka on edelleen helppo poistaa reaktioseoksesta.
26
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Kuva 9. Mekanismit, joilla antioksidantit (AH) voivat inhiboida vapaa radikaali –
välitteistä MCPD-esterien muodostumista.
26
 
 
3.4. Muodostumiseen vaikuttavat tekijät: kuinka voidaan 
vähentää MCPD- ja glysidyyliesterien pitoisuuksia 
 
MCPD- ja glysidyyliestereitä syntyy pääasiallisesti kasviöljyn jalostuksen 
hajunpoistovaiheessa, joka suoritetaan korkeassa lämpötilassa (180 °C – 230 °C) 
 Jalostuksen hajunpoistovaiheessa kasvisöljy on seos, joka sisältää triasyyliglyseroleja, 
diasyyligylseroleja ja monoasyyliglyseroleja, vapaita rasvahappoja ja klooriyhdisteitä 
(epäorgaanisia klorideja ja orgaanisia klooriyhdisteitä).
20
 Näiden prekursoriyhdisteiden 
lisäksi jalostusprosessiparametrit ja -olosuhteet vaikuttavat siihen kuinka suuret 
pitoisuudet MCPD- ja glysidyyliestereitä muodostuu. 
3.4.1.  Jalostusprosessiparametrit 
 
Ennen jalostusprosessin muita vaiheita, raakaöljy täytyy saada raakamateriaalista eli 
siemenistä erilleen. Tämä suoritetaan joko puristamalla tai uuttamalla. Kirjallisuudessa 
on verrattu erilaisten puristusmenetelmien (kylmäpuristus, kuumapuristus) ja liuotin-
uuton vaikutusta 3-MCPD-esterien ja glysidyyliesterien pitoisuuteen.  
Cheng et al. suorittaman
22
 kokeen mallioloissa kuumapuristus tehtiin siten, että pesty ja 
kuivattu raakamateriaali paahdettiin 200 °C 30 min ajan. Paahdetut näytteet jauhettiin ja 
niistä puristettiin raakaöljy. Kylmäpuristus suoritettiin samalla tavalla, mutta ilman 
paahtamisvaihetta. Liuotin-uutossa ei puristettu raakaöljyä, vaan se uutettiin n-
heksaanilla.
 
20 
 
Kuumapuristamalla saadussa raakaöljystä mitattiin suurimmat 3-MCPD- ja 
glysidyyliesteripitoisuudet suodatus- ja valkaisuvaiheiden jälkeen. Sen sijaan liuotin-
uuttamalla raakaöljy saatiin pienimmät 3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudet.
27,22
 
Deodorisaatiossa estereitä muodostui kuitenkin vain hieman pienempi pitoisuus liuotin-
uuttamalla saatuun öljyyn.
27
 Kriittisin jalostusprosessin vaihe MCPD- ja 
glysidyyliestereiden muodostumiselle onkin hajunpoistovaihe. Erityisesti lämpötila, 
jossa se suoritetaan ja sen kesto ovat suurimpia yksittäisiä tekijöitä.
28,23
 
3-MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumisella on havaittu olevan hieman erilaiset 
riippuvuudet lämpötilasta ja deodorisaation kestosta. Suurin pitoisuus 3-MCPD-
estereitä muodostuu, kun lämpötila on noin 220 °C.
29
 Sen sijaan glysidyyliestereille 
optimaalinen muodostumislämpötila on 200 °C.
22
 Lisäksi glysidyyliestereiden pitoisuus 
on suurempi, kun hajunpoistovaiheen kesto on pidempi.
17 
Kun deodorisaatio suoritetaan lämpötilavälillä 130 – 160 °C, 3-MCPD-estereiden 
pitoisuus ei juurikaan kasva.
29
 Kun lämpötilaa nostetaan välillä 230 – 260 °C, MCPD- 
muodostuminen kasvaa ensimmäisen tunnin ajan.
28
 Korkeammassa lämpötilassa, 260 
°C:ssa muodostumisnopeus on hetkellisesti suuri, mutta jos hajunpoistovaihe kestää yli 
tunnin, niin pitoisuus alkaa pienenemään.
22 
Aiemmin esitellyt reaktiomekanismit selittävät havainnon, sillä korkea lämpötila edistää 
reaktiota.
28
 MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumista pidetään tasapainoreaktiona, 
jolloin muodostuminen ja hajoaminen tapahtuvat samanaikaisesti. Lämpötilassa 220 °C 
estereitä muodostuu merkittävästi enemmän kuin hajoaa, korkeammilla lämpötiloilla ja 
hajunpoistovaiheen kestäessä yli tunnin hajoaminen vallitsee.
29 
Kirjallisuudessa on esitetty erilaisia keinoja, joilla hajunpoistovaiheen 
prosessiparametreja optimoimalla voidaan pienentää muodostuvia esteripitoisuuksia. 
Koska korkea lämpötila aiheuttaa reaktion, deodorisaatiolämpötilaa laskemalla voidaan 
pienentää estereiden muodostumista. Matthäus ja Pudel esittelivät
21
 menetelmän, jolla 
3-MCPD-estereiden muodostumista voitaisiin vähentää. Heidän esittelemässään 
kaksivaiheisessa ns. ”dual-deodorisaatiossa” voidaan vähentää 3-MCPD- ja 
glysidyyliesteripitoisuudet kolmasosaan. Tällöin hajunpoisto suoritetaan kahdessa 
vaiheessa, ensin 120 minuuttia 200 °C lämpötilassa ja sitten 5 minuuttia 250 °C 
lämpötilassa.  
Niin ikään Pudel et al. esittivät,
30
 miten ns. ”short path” –tislausta (lyhyen polun 
tislausta) voisi käyttää hyväksi 3-MCPD-esterien pitoisuuden vähentämisessä. Lyhyen 
polun tislauksen menetelmän periaate on, että haihtuvat yhdisteet poistetaan matalassa 
lämpötilassa (40 °C) ja alhaisessa paineessa (0,001 mbar). Tislausprosessin tehokkuus 
kasvaa, kun etäisyys on lyhyt haihdutusastian ja tiivistymispinnan välillä. Menetelmällä 
voidaan saavuttaa 3-MCPD-estereiden täysi poistaminen ja alhainen 
glysidyyliesteripitoisuus. Tislauksen tuloksena oli kuitenkin pahalta maistuva öljy, 
jonka ominaisuuksia täytyi parantaa suorittamalla 120 minuutin hajunpoistovaihe 180 
°C lämpötilassa. 
21 
 
Özdikicierler et al. mukaan
28
 glysidyyliestereiden muodostumiselle merkittävä tekijä on 
hajunpoistoprosessin vesihöyryn virtausnopeuden ja lämpötilan vuorovaikutus. Heidän 
mukaansa, kun höyryn virtausnopeus öljyyn on suurempi, monoasyyliglyserolit ja 
diasyyliglyserolit haihtuvat pois öljystä, mikä pienentää glysidyyliestereiden 
muodostumista. 
 
3.4.2. Asyyliglyseroli-prekursorit 
 
MCPD- ja glysidyyliesterit muodostuvat lipideistä ja klooriyhdisteistä 
hajunpoistovaiheen korkeassa lämpötilassa. Näitä suoria prekursoreita ovat mono-, di- 
ja triasyyliglyserolit,
22
 joiden yleiset rakenteet on esitetty kuvassa 10. Osittain 
asyloituneilla glyseroleilla on suurempi potentiaali muodostaa MCPD- ja 
glysidyyliestereitä kuin triasyyliglyseroleilla.
31
 Diasyyliglyserolien pitoisuuden kasvulla 
on havaittu suora korrelaatio 3-MCPD-estereiden muodostumisen kanssa. Vastaava, 
joskin huomattavasti heikompi, korrelaatio on havaittu myös monoasyyliglyseroleilla.
5
 
Niin ikään diasyyliglyserolien pitoisuudella ja muodostuneiden glysidyyliestereiden 
pitoisuudella on havaittu vahva korrelaatio.
32
 
 
Kuva 10. Asyyliglyseroliprekursoreiden yleiset rakenteet. 
Öljyn lähde ja tyyppi ovat tärkeitä tekijöitä, jotka määrittävät prekursorien pitoisuuksia 
raakaöljyssä.
31
 Jalostusprosessit voivat muokata prekursoreita edelleen, mikä vaikuttaa 
MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumiseen.  Yleisesti kasviöljyissä on 88 – 96 % 
triasyyliglyseroleja ja 1 – 2 % diasyyliglyseroleja, mutta palmuöljyssä 
diasyyliglyseroleja on jopa 4 – 12 %, mikä on todennäköinen selitys palmuöljyn 
suurelle 3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudelle.
21
  
Mielenkiintoisesti on havaittu, että raakapalmuöljyllä on suurempi potentiaali 
muodostaa MCPD- ja glysidyyliestereitä, kuin fraktioidulla ”raakaöljyllä”, joka sisältää 
samat pitoisuudet poolisia yhdisteitä (triasyyliglyserolijohdannaiset, vapaat rasvahapot, 
diasyyliglyseroli, jne.). Mahdollinen selitys havainnolle, on että esterien 
muodostumiseen osallistuu joitain tuntemattomia yhdisteitä.
5 
 
22 
 
Asyyliglyseroliprekursoreiden pitoisuus tulisi minimoida ennen deodorisaatiota, jotta 
voidaan vähentää MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumista. Kun huomioidaan 
prekursoreiden pitoisuuksien vaihtelu eri öljytyypeissä, eli esimerkiksi 
kasvupaikkatekijät, tapa, jolla kasvit kerätään, ja raakatuotteiden prosessointi, voidaan 
minimoida osittain prekursorien pitoisuudet ja edelleen muodostuvien estereiden 
pitoisuudet.
21 
Hajunpoistovaiheessa on mahdollista vähentää prekursoreiden vaikutusta suorittamalla 
deodorisaatio alle 240 °C lämpötilassa, ja käyttämällä mahdollisesti antioksidantteja 
inhiboimaan asyylioksonium –radikaalin muodostuminen.26 
 
3.4.3. Orgaaniset klooridonorit ja kloridisuolat 
 
Vielä ei ole täyttä varmuutta siitä, minkälaiset yhdisteet toimivat klooridonoreina: 
orgaaniset vai epäorgaaniset, ja mistä klooriyhdisteet ovat lähtöisin. On osoitettu, että 
sekä orgaaniset klooriyhdisteet, että epäorgaaniset kloridit vaikuttavat MCPD-esterien 
muodostumiseen.
31,16
 On kuitenkin havaittu, että kloridien saostaminen pois ei vähennä 
palmuöljyn kykyä muodostaa MCPD-estereitä. Lisäksi on havaittu, että epäorgaanisen 
kloridin pitoisuus ei vähentynyt estereiden muodostuessa,
17
 kun taas 
organoklooriyhdisteiden määrän on todettu pienenevän progressiivisesti MCPD-esterien 
muodostuessa.
33
 Näin ollen orgaaniset klooridonorit, joita kertyy kasviin maaperästä jo 
kasvuvaiheessa, ovat todennäköisempi lähde kloorille. 
Craft et al. selvittivät
34
 tutkimuksessaan, mistä orgaaniset klooridonorit ovat lähtöisin. 
Kuvassa 11 on esitetty heidän tarjoamansa vuokaavio kloorin kertymisestä kasviin ja 
lopullisesta päätymisestä MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumisreaktioon. Aluksi 
epäorgaaninen kloridi pääsee maaperästä kasviin (1), ja epäorgaaninen kloori kertyy 
kasviin (2), mitä seuraa orgaanisten polaaristen klooriyhdisteiden biosynteesi kasvissa 
(3). Raakaöljyn käsittelyssä polaariset klooriyhdisteet muuntuvat rasvaliukoisiksi (4), 
minkä jälkeen rasvaliukoiset orgaaniset klooriyhdisteet voivat reagoida 
asyyliglyserolien kanssa hajunpoistovaiheessa ja muodostuu MCPD- ja 
glysidyyliestereitä (5). 
23 
 
 
Kuva 11. Orgaanisten klooridonorien kertyminen öljypalmussa ja MCPD-esterien 
muodostuminen palmuöljyssä.
34 
 
Nagy et al. osoittivat
33
 raakakasviöljynäytteiden perusteella, että klooriyhdisteitä on 
läsnä uutetussa öljyssä jo jalostuksen alkuvaiheissa, mahdollisesti jopa öljypalmun 
hedelmässä. He määrittivät massaspektrometrisilla mittauksilla orgaanisten 
klooridonorien rakenteita, joista yhden fytosfingosiininkaltainen rakenne on esitetty 
kuvassa 7. He tunnistivat lisäksi neljä muuta samankaltaista rakennetta, jotka erosivat 
toisistaan vety- ja happiatomien lukumäärien suhteen. Rakenteiden samankaltaisuuden 
perusteella he päättelivät yhdisteiden olevan kasvin omia aineenvaihduntatuotteita. 
 
Kuva 12. Esimerkki orgaanisesta klooridonorista, jota esiintyy suurina pitoisuuksina 
palmuöljyssä.
33 
Toisaalta on myös selvitetty, miten epäorgaaninen kloridisuola voisi aktivoitua 
klooridonorina, koska jotkin tutkimukset ovat osoittaneet vapaan MCPD:n
5
 ja sen 
esterien
29
 muodostumisen olevan riippuvaisia NaCl-pitoisuudesta. 
Kuvassa 13 on Rahn ja Yaylayan esittämä
16
 mahdollinen mekanismi, jolla 
natriumkloridi voisi aktivoitua aminohapon välityksellä. Kun NaCl dissosioituu 
vesipitoisessa matriisissa, jossa on muita varautuneita yhdisteitä, veden haihtuessa 
natrium ja kloridi eivät pääse uudelleenassosioitumaan keskenään täydellisesti, sillä ne 
24 
 
muodostivat suoloja varautuneiden yhdisteiden kuten aminohappojen kanssa. Tuloksena 
on aminohapon vetykloridisuola, joka voi toimia klooridonorina, vapauttaen 
vetykloridin lämmityksessä tai liuetessaan veteen. HCl:n vapauttamalla se myös lisää 
liuoksen happamuutta ja edistää happokatalysoituja reaktioita. Tällaiset olosuhteet ovat 
esimerkiksi ruokaa paistaessa, joissa on todettu muodostuvan MCPD-yhdisteitä.
15 
 
Kuva 13. Rahn ja Yaylayan esittämä natriumkloridin mahdollinen 
aktivoitumismekanismi aminohapon välityksellä.
16 
 
Klooridonorien pitoisuuden kontrollointi öljyn jalostuksen eri vaiheissa voi olla 
merkittävä tekijä, jolla voidaan vähentää 3-MCPD-estereiden pitoisuutta valmiissa 
öljytuotteissa ja niistä valmistetuissa elintarvikkeissa.
24 
Kuten todettu, palmupuun hedelmät voivat kerätä ympäristöstä klooripitoisia yhdisteitä 
ja kerryttää niitä kasvaessaan.
34
 Kloorispesiekset tulisi minimoida mahdollisimman 
aikaisessa vaiheessa, ehkä jo ennen jalostusprosessia, optimoimalla kasvuolot, ja tapa 
jolla kasvit kerätään.
21
 On myös havaittu, että raakaöljystä on mahdollista uuttaa 
reaktiivisia orgaanisia klooriyhdisteitä pois poolisilla liuottimilla tuotannon 
alkuvaiheissa, mikä vähentää 3-MCPD-estereiden muodostumista.
34 
Diasetiinin (glyseryyli-1,2-diasetaatti, E1517) on todettu vähentävän jonkin verran 
MCPD-estereiden muodostumista, kun sitä lisätään öljyyn ennen hajunpoistovaihetta.
27
 
Se kilpailee asyyliglyserolien kanssa reaktioista klooridonorien kanssa, ja inhiboi täten 
MCPD-esterien muodostumista. Diasetiinin etuja on sen halpa hinta, se on helppo 
poistaa, ja se on hyväksytty elintarvikekäyttöön.
27 
 
 
 
 
 
 
 
25 
 
3.4.4. pH-arvo jalostusprosessin eri vaiheissa ja veden vaikutus 
 
Happamuuden on todettu olevan merkittävimpiä tekijöitä MCPD- ja glysidyyliesterien 
muodostumiselle.
35
 On esitetty, että pH-arvon ollessa neljä, muodostuneiden MCPD-
estereiden pitoisuus on suurin, ja pitoisuus laskee merkittävästi, kun pH nostetaan 
neljästä kahdeksaan.
29
 Nämä havainnot voivat saada selityksen asyylioksonium-
ionimekanismista, sillä happamissa oloissa asyyliglyserolit protonoituvat ja tulevat 
reaktiivisemmiksi, mikä edistää MCPD- ja glysidyyliesterien muodostumista.  
Vapaat rasvahapot eivät ole suoria prekursoreita MCPD- ja glysidyyliestereille, mutta 
ne voivat vaikuttaa reaktioseoksen happamuuteen ja sitä kautta edistää reaktiota.
5
 
Muodostuneen 3-MCPD-esterin pitoisuuden on osoitettu olevan suoraan verrannollinen 
vapaiden rasvahappojen pitoisuuden kanssa.
20
  
Kun happamuus neutraloidaan emäksisillä karbonaateilla tai vetykarbonaateilla, 
voidaan estää 3-MCPD:n muodostuminen.
20,5
 Natriumkarbonaatin ja vetykarbonaatin 
lisäys ennen hajunpoistovaihetta vähentää glysidyyli- ja MCPD-esteripitoisuutta. 
Vetykarbonaattilisäyksellä on suurempi vaikutus kuin karbonaatilla, ja vaikutus on 
suurempi glysidyyliesteripitoisuuksiin kuin MCPD-esteripitoisuuksiin.
5 
Reoktioseoksen happamuutta voi myös lisätä esimerkiksi kasviöljyn jalostuksen 
saostusvaiheessa käytetyn fosforihapon konsentraatio ja valkaisuvaiheessa käytetty 
hapolla aktivoitu savimaa-aines. Näiden neutraloinnilla on merkittävä vaikutus 
esteripitoisuuksien pienentämisessä. Neutralointi voidaan suorittaa esimerkiksi 0,2 % 
CaO:lla ja pesemällä kuumalla vedellä.
18 
Toisaalta on esitetty, että myös vesipitoisuudella voi olla merkittävä rooli MCPD- ja 
glysidyyliesterien muodostumisessa. Kun vesipitoisuutta on kasvatettu tutkimuksissa, 
on havaittu merkittävä kasvu myös 3-MCPD-esterin pitoisuudessa.
36
 Havaintoa on 
perusteltu sillä, että vesi voi edistää triasyyliglyserolin hydrolyysiä diasyyliglyseroliksi 
hajunpoistovaiheessa.
36 
Diasyyliglyserolipitoisuuden on todettu edistävän MCPD-
esterien muodostumista.
31
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3.5. MCPD– ja glysidyyliestereiden hajoaminen 
 
MCPD- ja glysidyyliestereiden muodostumismekanismien lisäksi on hyödyllistä tuntea 
myös niiden hajoamismekanismit, jotta voidaan kokonaisvaltaisesti suunnitella 
menetelmiä vähentää niiden pitoisuuksia. Ermacora ja Hrncirik mallinsivat
37
 
deodorisaatio-oloja ja määrittivät MCPD-esterien hajoamisen lämpötilan funktiona. 
Hajoamisen havaittiin olevan suoraan verrannollista lämpötilaan.  Kuvassa 14 on heidän 
esittämä hajoamismekanismi MCPD-estereille. 
 
Kuva 14. 3-MCPD-diesterin hajoamismekanismit ja –tuotteet.37 
Hajoamisen todettiin tapahtuvan isomerisaation, deklorinaation ja deasylaation kautta. 
Isomerisaatio tapahtuu rasvahappohappoketjun pituudesta riippumatta 3-MCPD:n ja 2-
MCPD:n välillä erityisesti korkeassa lämpötilassa (260 °C). Deklorinaatio on vallitseva 
hajoamisreitti, sillä kloori on hyvä lähtevä ryhmä. Mittauksissa havaittiin tri- ja 
diasyyliglyseroleja pääasiallisina hajoamistuotteina koko prosessin ajan. Deasylaatio 
tapahtuu huomattavasti hitaammin.
37 
Matthäus et al. selvittivät
12
 2-MCPD, 3-MCPD- ja glysidyyliestereiden biohajoamista 
säilömisajan ja –lämpötilan funktiona palmuöljynäytteissä. Glysidyyliesterin todettiin 
hajoavan eri tavalla kuin 2-MCPD- ja 3-MCPD-esterit. 2-MCPD- ja 3-MCPD-estereillä 
ei havaittu lämpötilariippuvuutta. 2-MCPD-esterit eivät hajonneet 340 päivän aikana 
juuri lainkaan, ja 3-MCPD-esterit hajosivat vain vähän. Sen sijaan glysidyyliestereiden 
todettiin olevan epästabiilimpia yhdisteitä, ja niiden hajoamisen todettiin olevan 
lämpötilariippuvaista. Lämpötilavälillä -20 °C – 20 °C, paras säilyvyys oli 20 °C 
lämpötilassa, ja huonoin säilyvyys oli 5 °C:ssa. Havaintoa he selittivät sillä, että 
lämpötilavälillä 5 – 15 °C palmuöljynäytteessä tapahtuu monimutkaista kiteytymistä, 
josta seokseen diffundoituva lämpöenergia riittää avaamaan glysidyyliesterin 
epoksidirenkaan. 
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4. MCPD- ja glysidyyliyhdisteiden esiintyminen ja toksikologia 
 
Vaikka elintarviketottumuksissa on jonkin verran kulttuurien välistä vaihtelevuutta, 
noudatetaan Euroopan unionin alueella lopulta melko samankaltaista ruokavaliota. 
MCPD- ja glysidyyliesterit ovat maailmanlaajuinen ongelma, kuten seuraavista 
tutkimustuloksista voi päätellä. Terveysvaikutusten arvioimiseksi on tärkeää tietää, mitä 
yhdisteille tapahtuu, kun ne pääsevät elimistöön, ja miten ne pääsevät sinne.  
 
4.1. Merkittäviä määriä 3-MCPD- ja glysidyyliestereitä 
sisältävät elintarvikkeet 
 
Estereiden pitoisuuksia on selvitetty lukuisista elintarvikkeista ympäri maailmaa.  
MCPD- ja glysidyyliesterit muodostuvat, kun ruokaa joka sisältää rasvoja ja suoloja 
lämpökäsitellään.
38
 Suolaisista ruoista on havaittu suurimmat pitoisuudet estereitä.  
Jos elintarvike sisältää 3-MCPD-estereitä, sisältää se myös 2-MCPD- ja 
glysidyyliestereitä, mutta pitoisuuksilla ei ole havaittu keskinäistä riippuvuutta.
39
 Lähes 
kautta linjan 2-MCPD-pitoisuus on muita pienempi. Mahdollinen syy tälle voi olla se, 
että 2-MCPD-estereitä on vaikeampi määrittää. Mielenkiintoisesti on havaittu, että 
glysidyyliestereitä voi olla suuremmat maksimipitoisuudet, ja että 2-MCPD/3-MCPD-
suhde voi vaihdella. MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudet vaihtelevat myös 
huomattavasti samoissa elintarvikeryhmissä, sillä valmistusprosessi vaikuttaa 
merkittävästi elintarvikkeiden esteripitoisuuksiin.
40 
Taulukossa 1 on esitetty joitain elintarvikkeista mitattuja 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 
glysidyyliesteripitoisuuksia. Taulukon perusteella voidaan todeta, että korkeita 
esteripitoisuuksia esiintyy pitkälle jalostetuissa elintarvikkeissa. Monissa öljy- ja 
rasvanäytteissä on enemmän glysidyyliestereitä kuin MCPD-estereitä. Perinteisesti 
prosessoidussa palmuöljyssä 3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudet ovat huomattavasti 
korkeammat kuin muissa ruokaöljyissä/-rasvoissa. Palmuöljyn korkeat 3-MCPD- ja 
glysidyyliesteripitoisuudet ovat hälyttäviä, sillä viime vuosikymmeninä palmuöljy on 
noussut tärkeimpien syötävien öljyjen kärkeen, korvatessaan länsieurooppalaisessa 
ruokavaliossa hydrogenoidut rasvat.
41 
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Hrncirik ja van Duijn mallinsivat
17
 deodorisaatiolämpötilan ja –keston vaikutusta 
palmuöljyn 3-MCPD-esteripitoisuuteen ja saivat tulokseksi 3500 – 4700 µg/kg. 
Glysidyyliesteripitoisuus kasvoi lämpötilan kasvaessa. 180 °C:ssa muodostui 
glysidyyliestereitä 500 µg/kg, ja 230 °C lämpötilassa jopa 2100 µg/kg. Tulokset 
havainnollistavat reaktio-olosuhteiden vaikutusta ja selittävät osin, miten samassa 
elintarvikkeessa eri valmistajalta voi olla merkittäviä esteripitoisuuseroja johtuen 
erilaisista valmistusprosesseista. Myös Kuhlmannin mittauksissa
39
 öljypalmun 
hedelmistä saatavan palmuöljyn 3-MCPD-pitoisuus oli hälyttävän korkea, jopa 1100 – 
10000 µg/kg (keskimäärin 3200 µg/kg). Glysidyyliesteripitoisuus oli keskimäärin 3700 
µg/kg (korkeimmillaan 18000 µg/kg).  Sen sijaan palmuydinöljyn (jota saadaan 
öljypalmun siemenistä) 3-MCPD-esteripitoisuus on todettu paljon alhaisemmaksi, vain 
200 – 900 µg/kg, ja glysidyyliesteripitoisuus 300 – 2500 µg/kg.17 
Taulukossa 1 on esitetty myös muiden elintarvikkeiden ja öljyjen ja rasvojen, kuten 
seesamiöljyn, auringonkukkaöljyn ja margariinin 3-MCPD- ja 
glysidyyliesteripitoisuudet. Esimerkiksi rypsiöljyssä oli mittauksissa 1175 ± 165 µg/kg 
3-MCPD-esteriä ja 414 ± 37 µg/kg glysidyyliesteriä.
42
 Huomionarvoisesti, Küsters et al. 
mittauksissa leivän glysidyyliesteripitoisuus oli alle mittausrajan ja 3-MCPD-
esteripitoisuuskin oli vain 72 µg/kg. Sen sijaan italialaisesta leivästä (jonka taikinassa 
on pitkät käymisajat) on mitattu jopa 450 µg/kg 3-MCPD-esteripitoisuus.
14
  
Myös elintarvikelisinä syötävistä lohiöljykapseleista on mitattu merkittäviä määriä 3-
MCPD- ja glysidyyliestereitä, jopa 1200 µg/kg glysidyyliesteriä ja 700 – 13000 µg/kg 
3-MCPD-esteriä.
39
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Taulukko 1. 3-MCPD- ja glysidyyliesterien pitoisuudet erinäisissä elintarvikkeissa 
[µg/kg] 
Elintarvike-
ryhmä 
 3-MCPD-
esterit 
2-MCPD-
esterit 
Glysidyyli-
esterit 
 Tuote [µg/kg] [µg/kg] [µg/kg] 
Öljyt ja rasvat Seesamiöljy
42
 300 – 400 — 600 – 700 
 Rypsiöljy
42
 400 — 1000 – 1300 
 Rypsiöljy
39
 <100 – 1000  n.d. – 300 <100 – 300 
 Palmuöljy 
(jalostettu)
39
 
1100 – 10000  200 – 5900 300 – 18000  
 Palmuöljy (mallinnetut 
reaktio-olosuhteet)
17
 
3500 – 4700 — 500 – 2100 
 Palmunydinöljy
39
 200 – 900  <100 - 500 300 – 2500 
 Kookosöljy
39
 200 – 400 100 – 200 500 – 3000 
 Maapähkinäöljy
39
 100 – 900 <100 – 400 400 – 1100 
 Saksanpähkinäöljy 1200 – 19000 500 – 9600 700 – 1000 
 Margariini (suolattu)
43
 90 100 100 
Herkut Suklaa (hassel-
pähkinä)
42
 
70 — 70 – 80 
 Suklaa
43
 100 100 – 110 100 – 110 
 Keksit
42
 900 — 900 – 1000 
Kastikkeet Kermainen 
salaattikastike
43
 
110 100 100 – 110 
Muut Äidinmaidonkorvike
43
 100 – 110 100 90 – 100 
 Lohiöljykapseli
39
 700 – 13000 <100 – 2300 <100 – 1200 
n.d. = ei havaittu (not detected). 
Ei ole luotettavaa tietoa siitä, kuinka suuri kulutus kasviöljyillä ja –rasvoilla on 
eurooppalaisessa ruokavaliossa.
44
 Kulutuksen tunteminen olisi kuitenkin tärkeää, jotta 
voidaan arvioida, miten paljon MCPD- ja glysidyyliestereille altistutaan. Tällöin 
voitaisiin kartoittaa ruokavalion näkökulman kautta eri elintarvikkeiden pitoisuuksien 
merkitystä kokonaiskulutuksen kannalta.  
 
30 
 
Kasvirasvojen kulutusta on esitetty mitattavaksi välillisesti siten, että tarkkaillaan 
monityydyttymättömien rasvojen kulutusta (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acids), 
sillä ei ole tarkkoja arvioita siitä, kuinka paljon nimenomaan kasvirasvoja ja öljyjä 
kulutetaan.  Kasvirasvat sisältävät enemmän monityydyttymättömiä rasvoja kuin 
eläinperäiset rasvat ja ovat näin ollen pääsyy niihin ruokavaliossa.
44
 
Tennant ja Gosling kehittivät
44
 todennäköisyyslaskentaan perustuvan mallin, joka 
selventää eurooppalaisten kuluttajien kasviöljyjen ja -rasvojen käyttöä. Malli pohjautuu 
FEDIOLin kasvirasva- ja öljytilastoihin sekä EFSA-tietokantaan, johon on tilastoitu 
elintarvikkeiden kulutusta eri EU-maissa. Taulukossa 2 on esitetty heidän 
tutkimuksensa perusteella laadittu taulukko, joka mallintaa monityydyttymättömien 
rasvojen kulutusta eri ikäryhmissä Euroopan unionin alueella. 
Taulukko 2. Monityydyttymättömien rasvojen kulutus eri ikäryhmissä.
44 
Ikäryhmä Keskimääräinen 
kulutus [g/päivä] 
Suurkuluttajat 
[g/päivä] 
Taaperot 2,5 – 7,9 6,6 – 19,4 
Lapset 3,6 – 14,6 8,2 – 31,7 
Nuoret 5,4 – 17,9 11,7 – 37,4 
Aikuiset 5,7 – 17,5 13,0 – 37,7 
Iäkkäät 5,9 – 16,6 13,9 – 37,6 
Hyvin iäkkäät 6,5 – 14,1 15,5 – 31,5 
 
Taulukossa 3 on esitetty eurooppalaisista, aasialaisista ja eteläamerikkalaisista 
elintarvikkeista mitattuja korkeita 3-MCPD-esteripitoisuuksia. On huomioitava, että 
taulukossa esitetyt tulokset on koottu eri lähteistä ja saatu toisistaan poikkeavin 
menetelmin. 3-MCPD-esteripitoisuuden määrittämiseksi ei ole toistaiseksi täysin 
vakiintunutta menetelmää. Kuitenkin vertailemalla eri tutkimuksista saatuja tuloksia, 
ovat ne hyvin linjassa keskenään eri elintarvikkeiden osalta. 
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3-MCPD-esteripitoisuuksissa esiintyy suurta vaihtelevuutta saman elintarvikeryhmän 
tuotteiden sisällä, kuten taulukossa 3 on esitetty. Arisseto et al. tutkivat Brasilian 
markkinoilla myytäviä uppopaistettuja elintarvikkeita ja he havaitsivat,
38
 että eri 
tuoteryhmien sisällä on suuria pitoisuuseroja. Erot johtuvat heidän mukaansa 
uppopaistoon käytetystä öljystä ja sen 3-MCPD-pitoisuudesta. He mittasivat 
perunatikuista huomattavasti suuremman 3-MCPD-pitoisuuden (keskimäärin 340 
µg/kg) kuin ranskanperunoista (20 – 80 µg/kg) johtuen siitä, että perunatikuilla on 
suurempi pinta-ala, joka voi reagoida öljyn kanssa. Perunalastuista he mittasivat jopa 
niinkin korkean pitoisuuden kuin 810 µg/kg. Niin ikään brasilialaisista 
valmispakasteista on mitattu hälyttävän korkeita 3-MCPD-pitoisuuksia, jopa 2529 
µg/kg.
14
 Mielenkiintoisesti mittauksen tekijät, Vicente et al. havaitsivat, että 
soijakastikkeet, jotka tuotetaan luonnollisesti käymisreaktion kautta, eivät sisällä juuri 
lainkaan 3-MCPD-estereitä, kun happohydrolyysillä valmistettu soijakastikkeessa 
pitoisuus on keskimäärin 2200 µg/kg. 
Saksan markkinoilla myytävien kalatuotteiden 3-MCPD-esteripitoisuuksia on tutkittu,
45
 
ja on havaittu, että suurimmat pitoisuudet esiintyvät perinteisin menetelmin 
savustetuista kaloista (102 µg/kg), kalapuikoista (232 µg/kg) ja purkitetuista 
kalatuotteista (180 µg/kg). Kalan lajilla ja kypsennysmenetelmällä havaittiin olevan 
suuri vaikutus mitattuihin 3-MCPD-esteripitoisuuksiin. 
Merkille pantavaa ovat erot 3-MCPD-esteripitoisuuksissa kahvinkorvikkeen ja pavuista 
jauhetun kahvin välillä. Suurimmat pitoisuudet on mitattu pelkästä paahdetusta 
spelttivehnästä valmistetussa kahvinvastikkeessa ja paahdettua ohraa sisältävässä 
kahvinkorvikkeessa (keskimääräinen pitoisuus 135,6 µg/kg), kun jauhetussa kahvissa 
oli vain keskimäärin 16,6 µg/kg.
46
 Paahtoasteella ja kultivaarilla (arabica tai robusta) ei 
ollut vaikutusta 3-MCPD-pitoisuuteen. 
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Taulukko 3. MCPD-yhdisteiden pitoisuus esitettynä vapaana 3-MCPD:nä (µg/kg) 
eri elintarvikkeissa, joissa niitä on huomattavia pitoisuuksia. 
Elintarvike-
ryhmä 
N/N+ Esimerkkituotteet 3-MCPD-esterit 
[µg/kg] 
 
   Vaihteluväli Keskiarvo 
Kalatuotteet 17/– Perinteisesti savustetut 
kalatuotteet
45 
20 – 388 102 
 4/– Purkitettu savustettu silakka45 42 – 662 180 
 11/– Kalapuikot (kypsentämätön)45 41 – 548 232 
Keksit 2/– Digestiivikeksit40 250 – 820 — 
 5/– Suolakeksit40 200 – 800  — 
 4/– Suklaakeksit40 130 – 400 — 
Perunatuotteet 6/1 
27/– 
Ranskanperunat
38 
Ranskanperunat
40 
n.d. – 90 
37 – 300 
20 – 80 
— 
 9/9 Perunalastut
38 
110 – 810 280 
 12/12 Ohuet perunatikut
38 
210 – 460 340 
Öljyt 3/– Maapähkinäöljy47 500 – 650 570 
 3/– Viinirypäleöljy47 390 – 2500 1200 
Lihatuotteet 8/4 Savustettu makkara
14 
n.d. – 15 6 
 6/4 Kibbeh (uppopaistettu 
naudanliha)
38 
80 – 250 120 
 2/2 Kanakuorukka (croquette)
38 
120 – 140 130 
Juusto 6/6 Provolone-juusto (savustettu)
14 
6 – 49 22 
Kastikkeet 4/4 Soijakastike (HVP)
14 
144 – 4405 2200 
 35/3 Soijakastike (luonnoll. 
käyminen)
14 
n.d. – 663 32 – 33 
Kahvit 10/8 Kahvi (jauhetuista pavuista)
46 
6 – 29 17 
 10/8 Pikakahvi
46 
5 – 34 14 
 10/10 Kahvinkorvike
46 
28 – 398 136 
Valmisruoat 9/8 Pikanuudelit
38 
<80 – 260 150 
 5/4 Pakastetut valmisruoat
14 
n.d. – 2529 980 
n.d. = ei havaittu (not detected). N = näytteiden lukumäärä; N+ = näytteiden lukumäärä, joiden tulos >LOQ 
tutkimuksessa. N+ esitetty vain jos se on erikseen mainittu artikkelissa. 
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MCPD- ja glysidyyliestereitä on mitattu itse elintarvikkeiden lisäksi myös niiden 
pakkausmateriaaleista ja oheistuotteista. Becalski et al. selvittivät
11
 kuinka suuria 
pitoisuuksia 2- ja 3-MCPD-yhdisteitä esiintyy elintarvikekäyttöön tarkoitetuissa 
paperituotteissa, ja miten ne siirtyvät elintarvikkeisiin. 3-MCPD voi esimerkiksi siirtyä 
ruokaan pieninä pitoisuuksina kertakäyttöisistä paperiastioista, kuten kupeista, sekä 
kahvin suodatinpaperista, teepusseista ja kartonkisista maitopurkeista. 
Elintarviketeollisuudessa käytetään paperipurkeissa, –kupeissa ja muissa sellaisissa 
polymeerihartseja rakennemateriaaleina. Eräs näistä yhdisteistä on polyamidoamiini-
epikloorihydriini (PAAE). 3-MCPD on epikloorihydriinin hydrolyysituote (kuva 15), 
mistä syystä kyseisistä tuotteista voidaan mitata myös 3-MCPD-pitoisuuksia. 
 
Kuva 15. Epikloorihydriinin hydrolyysi 3-MCPD:ksi yleisesti esitettynä. 
Suuri määrä 3-MCPD:tä siirtyy kahvin suodatinpaperista.  
Kun selvitettiin teepussien ja kahvin suodatinpaperin 3-MCPD-pitoisuutta Saksan ja 
Kanadan markkinoilla,
11
 havaittiin että  valkaistuissa suodatinpapereissa on jopa 100-
kertaiset 3-MCPD-pitoisuudet (7,2 µg/suodatinpaperi (~1,7 g)) verrattuna ruskeisiin 
suodatinpapereihin. Saksan markkinoilla myytävissä suodatinpapereissa oli pienemmät 
pitoisuudet (259 ng/suodatinpaperi). Kanadan markkinoiden teepusseista havaittiin 
korkeimmillaan vain 20 ng/teepussi (~0,20 g), kun saksalaisista teepusseista mitattiin 
jopa 80 ng/teepussi. Saksalaisista paperipyyhkeistä sen sijaan mitattiin keskimäärin 784 
ng/g. Suurin pitoisuus oli kierrätetyistä kuiduista valmistetuissa pyyhkeissä, joissa oli 
jopa 1240 ng/g. Kanadan markkinoilla olevista maitokartongeista mitattiin jopa 1340 
ng/g pitoisuuksia 3-MCPD:tä. Kertakäyttökupeista siirtyi kiehuvaan veteen 3-MCPD:tä 
noin 15 ng/kuppi. Metanoliuutolla selvitettiin, että kupissa oli noin 700 ng/g 3-
MCPD:tä. Yhden valmistajan kolmesta tuottamissa kupeissa ei havaittu 3-MCPD:tä. 
Mitatut 2-MCPD-pitoisuudet olivat häviävän pieniä verrattuna 3-MCPD-pitoisuuksiin, 
esimerkiksi kun 3-MCPD:tä oli suodatinpaperissa 151 ng/g, 2-MCPD:tä mitattiin alle 1 
ng/g. 
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4.2. 2- ja 3-MCPD-esterien metabolia 
 
2- ja 3-MCPD:n ja niiden mono- ja diestereiden imeytymistä ruoansulatuskanavassa on 
selvitetty mallintamalla ohutsuolen seinämää Caco-2-solulinjan avulla.
48
 Caco-2-
solulinja on paksusuolen syöpäsolulinja, joka muistuttaa toiminnaltaan ohutsuolen 
epiteelisolukerrosta. Kuvassa 14 on esitetty mahdollinen mekanismi, jolla MCPD-
yhdisteet päätyvät verenkiertoon. Haiman entsyymit voivat hydrolysoida MCPD-esterit 
vapaiksi muodoiksi, minkä jälkeen vapaa 2- ja 3-MCPD siirtyy Caco-2-solukerroksen 
läpi diffundoitumalla. Vapaista MCPD-yhdisteistä poiketen, mono- ja diesterit eivät 
absorboidu diffundoitumalla, vaan ne päätyvät sellaisenaan ohutsuoleen.
48
 Mekanismin 
on osoitettu pätevän myös glysidyyliestereiden osalta siten, että ne siirtyvät 
verenkiertoon vain vapaana glysidolina.
49
 
 
Kuva 16. Mahdollinen mekanismi, jolla MCPD-diesterit voisivat imeytyä verenkiertoon 
(FFA = vapaa rasvahappo, engl. free fatty acid).
48 
3-MCPD-1-monoesteri ei ole 3-MCPD-1,2-diesterin hajoamistuote, vaan 1,2-diesteri 
hydrolysoituu selektiivisesti 2-monoesteriksi entsymaattisesti. Tämän jälkeen 2-
monoesteri hajoaa huomattavasti hitaammin vapaaksi 3-MCPD:ksi, vain noin 1/5 
nopeudella verrattuna 1-monoesteriin. Tämä viittaa siihen että Caco-2-soluilla, ja 
edelleen ohutsuolen epiteelisoluilla, on in vivo hydrolyysikyky.
48 
Buhrke et al. esittivät
8
, että Caco-2-solujen lipolyyttinen aktiivisuus solukalvolla voisi 
selittää erot 2-MCPD:n ja 3-MCPD:n hydrolyysissä: lipolyyttinen aktiivisuus 
hydrolysoi selektiivisesti sn-1-aseman asyyliryhmän. Koska 3-MCPD-1,2-diesteri on 
epäsymmetrinen molekyyli, vain sn-1-asema hydrolysoituu ja muodostuu 3-MCPD-2-
esteri (sn-2-aseman esterisidos ei katkea). Sen sijaan symmetrisen 2-MCPD-1,3-
diesterin molemmat asyyliryhmät (jotka ovat ns. sn-1-asemassa) hydrolysoituivat 
entsyymien toimesta, jolloin vapautuu suoraan 2-MCPD-tuote. 
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Buhrke et al. mukaan
8
 selektiivinen hydrolyysi voisi edelleen johtaa metabolisiin 
eroihin 2-MCPD- ja 3-MCPD-diesterin välillä: 3-MCPD-1,2-diesteristä muodostunut 3-
MCPD-2-esteri voisi heidän mukaansa muuntua asyyliglyseroliksi. Tämä tapahtuisi 
vastaavanlaisella mekanismilla, jolla rasvan imeytyessä triasyyliglyseroleista tehdään 2-
monoasyyliglyseroleja, jotka imeydyttyään ohutsuolesta esteröityvät uudelleen 
triasyyliglyseroleiksi. Käytännössä Caco-2:n entsyymi voisi detoksifioida 3-MCPD-2-
diesterin, siten että siitä poistetaan 3-aseman kloori, joka korvataan rasvahappoketjulla. 
On ollut huolta, että 3-MCPD voisi muodostaa aineenvaihdunnan tuloksena glysidolia, 
jonka on todettu olevan karsinogeeninen. On kuitenkin osoitettu, että vaikka niin voi 
tapahtua bakteerien aineenvaihdunnassa, nisäkkäiden hapettava aineenvaihdunta estää 
3-MCPD:n muuntamisen glysidoliksi.
6
 Kuvassa 17 on esitetty 3-MCPD:n 
aineenvaihdunta. 3-MCPD:stä muodostuu aineenvaihdunnan entsymaattisen käsittelyn 
tuloksena β-kloorimaitohappoa, joka voi hapettua edelleen oksaalihapoksi. 3-MCPD 
erittyy virtsasta oksaalihappona nisäkkäiden metabolian tuloksena. 
 
Kuva 17. 3-MCPD:n aineenvaihduntatuotteet.
6 
 
Epäselvää on vielä, mitkä 3-MCPD:n aineenvaihduntatuotteista aiheuttavat sen 
myrkyllisyyden. β-kloorimaitohappoa pidetään 3-MCPD:n genotoksisuuden 
aiheuttajana.
13 
 
4.3. Glysidyyliesterien metabolia ja toksikokinetiikka 
 
Hemoglobiiniaddukteja voidaan käyttää mittamaan pienen molekyylimassan ja korkean 
reaktiivisuuden yhdisteiden, kuten glysidolin, pitoisuuksia veressä. Tällöin 
hemoglobiiniaddukti toimii biomarkkerina, jonka avulla voidaan selvittää, miten 
glysidoli vapautuu esteristään ja pääsee verenkiertoon.
50 
Glysidoli on epoksidirenkaan takia reaktiivinen elektrofiilinen spesies, joka voi 
alkyloida hemoglobiinin N-terminaalisen valiinin, jolloin muodostuu N-(2,3-
dihydroksipropyyli)valiini-hemoglobiiniaddukti (diHOPrVal). Terminaaliset valiinit 
voidaan sitten spesifisti katkaista N-alkyyli Edman –menetelmällä. Menetelmässä 
globiini käsitellään Edman-reagenssilla (fenyyli-isotiosyanaatti), jolloin muodostuu 
alkyloitujen valiinien tiohydantoiinijohdannainen, jonka pitoisuus mitataan GC/MS-
tekniikalla.
50
 Kuvassa 18 on esitetty menetelmän periaate. 
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Kuva 18. N-alkyyli Edman –menetelmän periaate. 
Rottakokeilla on määritetty glysidolista muodostuneiden hemoglobiiniadduktioiden 
pitoisuuksia koe-eläinten veressä.
50
 Osalle rotista oli annettu glysidolia ja osalle 
glysidyylipalmitaattia. Molemmilla koeryhmillä addukteja muodostui yhtä suuret 
suhteelliset pitoisuudet, mistä pääteltiin että palmitaattiesteri hydrolysoituu täysin 
glysidoliksi suhteellisen nopeasti. Kontrolliryhmän rotissa ei havaittu addukteja. Näin 
ollen yllä esitetty mekanismi 3-MCPD-esterien imeytymiselle pätee myös 
glysidyyliesterien osalta. 
Hemoglobiiniadduktien pitoisuuksia on myös mitattu ihmisiltä,
51
 jotka olivat syöneet 
päivittäin ns. DAG-öljyä (ruokaöljy, jossa on suuret pitoisuudet diasyyliglyseroleja) 
neljän kuukauden ajan. Sekä tutkituilla ihmisillä, että kontrolliryhmällä havaittiin vain 
pieni taustasta poikkeava diHOPrVal-adduktipitoisuus. Kaikilla ihmisillä on jonkin 
verran addukteja veressä johtuen siitä, että glysidolia tulee vereen esimerkiksi 
päivittäisistä elintarvikkeista ja tupakansavusta. 
Kun glysidyyliesterien aineenvaihduntaa on tutkittu eläinkokeilla, on havaittu 
merkittäviä eroja lajien välillä, mikä tulisi huomioida, kun tutkimustuloksia sovelletaan 
ihmisiin. Wakabayashi et al. osoittivat,
49
 että kun jaavanmakakeille ja rotille syötettiin 
glysidyyliesteriä, yhdisteellä oli rotissa korkeampi biosaatavuus. Alhaisilla 
esteripitoisuuksilla makakeilla ei havaittu veriplasmasta lainkaan glysidolia, kun rotilla 
havaittiin. Kun esterit annosteltiin suonensisäisesti, niitä oli sama pitoisuus, joten erot 
johtuivat erilaisista ruuansulatuselimistön absorptioprosesseista. Rotilla on esimerkiksi 
suurempi lipaasiaktiivisuus suussa ja mahassa. 
Onami et al. havaitsivat suorittamillaan rottakokeilla,
52
 että kun rotille annosteltiin 
glysidyylilinolaattia, glysidyylioleaattia, 3-MCPD-monopalmitaattia, 3-MCPD-
dipalmitaattia ja 3-MCPD-dioleaattia, kaikkien tutkittavien rottien veriseerumista 
voitiin mitata taustasta poikkeavia 3-MCPD-pitoisuuksia. Glysidolia sen sijaan 
havaittiin vain niiden rottien verestä, joille annettiin glysidyyliestereitä. Heidän tulosten 
mukaan on mahdollista, että glysidoli ja glysidyyliesterit voisivat muuntua vatsahapon 
(HCl) välityksellä 3-MCPD:ksi rotan ruuansulatuselimistössä. 
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4.4. MCPD- ja glysidyyliesterien toksikologia 
 
3-MCPD:n on osoitettu olevan in vitro –genotoksinen,13 ja erityisesti sen (S)-isomeeri 
aiheuttaa hedelmättömyyttä usealla eri mekanismilla. Se häiritsee kiveksen välisoluissa 
(Leydigin soluissa) testosteronin tuotantoa. Tämä on seurausta siitä, että 3-MCPD voi 
estää steroidogeenisten proteiinien (kuten StAR-proteiinin) ilmentymistä ja toimintaa, 
mikä vähentää progesteronituotantoa. Progesteronista muokataan Leydigin soluissa 
edelleen testosteronia.
53
 3-MCPD:n (S)-isomeerin ((S)-α-kloorihydriinin) on havaittu 
inhiboivan rotan lisäkiveksestä eristetyissä siittiöissä tyrosiinin fosforyloinnin, mitä 
ilman siittiö ei voi kypsyä.
54
 Lisäksi 3-MCPD:n on osoitettu inhiboivan siittiössä 
glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin toimintaa, mikä johtaa siittiön 
energiametabolian vajaatoimintaan ja toimintakyvyttömyyteen.
55 
Rottakokeilla on havaittu, että 3-MCPD, tai sen β-kloorilaktaldehydi-metaboliitti, 
häiritsee glykolyysiä myös munuaisten nefroneissa ja aiheuttaa siten munuaisten 
vajaatoimintaa.
56
 Pitempiaikaisen 3-MCPD-altistuksen (yli 35 päivää) on havaittu 
johtavan myös munuaisten aminohappoaineenvaihdunnan vajaatoimintaan.
57
 Niin ikään 
on todettu, että 3-MCPD-altistus johtaa munuaisten solujen tukirangan toimintaan 
osallistuvien proteiinien toiminnan häiriintymiseen.
56
 Tämä johtaa munuaisten 
rakenteellisiin vaurioihin ja epämuodostumiin, joita on todettu histopatologisissa 
tutkimuksissa.
57 
Vaikka maksan solut pohjaavat energiataloutensa vähemmän glykolyysin varaan kuin 
munuaissolut, 3-MCPD vaikeuttaa myös niiden toimintaa häiritsemällä glykolyysia ja 
aminohappoaineenvaihduntaa.
58
 Hiirikokeilla on osoitettu, että 3-MCPD-diesterit 
(oleaatti, stearaatti, linolaatti, ja palmitaatti) voivat häiritä  myös maksan 
lipidimetaboliaa, ja lisätä siten veren rasvapitoisuutta (hyperlipidemia). Veren suuri 
rasvapitoisuus voi puolestaan johtaa sydän- ja verisuonisairauksien kehittymiseen.
59 
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5. MCPD- ja glysidyyliestereiden analytiikka 
 
Euroopan komission suosituksen 2014/661/EU mukaisesti
2
 tulee seurata MCPD-
yhdisteiden ja glysidyylirasvahappoesterien esiintymistä ja pitoisuuksia elintarvikkeissa 
sekä kasviöljyissä ja -rasvoissa, jotta niille altistumista voidaan arvioida 
totuudenmukaisesti. Näin ollen on tärkeätä, että kehitetään standardisoitu menetelmä 
pitoisuuksien mittaamiseksi, jotta erinäisten kansallisten tutkimuslaboratorioiden 
tulokset ovat linjassa keskenään.  
Yleisesti MCPD- ja glysidyyliestereiden pitoisuuksien mittaamismenetelmät voidaan 
jakaa kahteen luokkaan: suoraan ja epäsuoraan menetelmään. Epäsuoran menetelmän 
on todettu olevan yksinkertaisempi ottaa käyttöön,
6
 ja viime aikoina kirjallisuudessa 
onkin keskitytty enimmäkseen sen kehittämiseen.  
5.1. Suora menetelmä 
 
Suorassa menetelmässä mitataan suoraan esterien pitoisuuksia ilman, että esterisidoksia 
hydrolysoidaan, tai että yhdisteistä tehdään johdannaisia. Suurimmiksi ongelmiksi 
menetelmässä on havaittu esterien suuri kirjo ja näytekohtaiset esteriprofiilit, eli eri 
näytteissä on suuri määrä erilaisia estereitä.  On tarpeellista valita, mitä estereitä 
mitataan, sillä kuudesta eri rasvahapoista muodostuu teoreettisesti 96 erilaista 3-
MCPD:n mono- ja diesteriä, mukaan lukien stereoisomeerit. Sen sijaan 
glysidyyliestereitä on vain seitsemää monoesteriä, koska rasvahappo voi esteröityä vain 
yhteen hydroksyyliasemaan: lauriinihapon, myristiinihapon, palmitiinihapon, 
steariinihapon, oleiinihapon, linolihapon ja linoleenihapon esterit.
6 
Vaikeuksia tuottaa myös se, että analyyteillä on tällöin suuri samankaltaisuus 
matriisikomponenttien kuten monoasyyliglyserolien ja diasyyliglyserolien kanssa.
60
 
Analyysiä haittaavat komponentit ja analyytit tulee siis erottaa toisistaan uuttamalla. 
Uuton ja eristyksen jälkeen 3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuuksia voidaan mitata 
suoraan esimerkiksi GC/MS:llä tai UPLC-Q-TOF-MS-menetelmällä. Koska 
glysidyyliesterit ovat herkkiä molekyylejä, tulee GC/MS-menetelmä optimoida siten, 
etteivät ne hajoa tai muodosta häiritseviä yhdisteitä. 
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Steenberger et al. esittelivät
61
 artikkelissaan menetelmän, jolla glysidyyliestereitä 
voidaan määrittää tehokkaasti öljyistä ja rasvoista GC/MS-menetelmällä. Esterit 
uutetaan lipidimatriisista asetonitriilillä, puhdistetaan heptaanilla ja tutkittavat 
glysidyyliesterit eristetään NPLC-menetelmällä (normaalifaastinestekromatografisesti). 
Glysidyyliesterit analysoidaan massaspektrometrisesti ja erotetaan toisistaan SIM-
moodissa (selected ion monitoring). Menetelmän toteamisraja (LOD) on estereille 0,01 
mg/kg, ja määritysraja (LOQ) on 0,04 mg/kg. 
Zhou et al. tarjosivat vaihtoehdoksi
60
 UPLC-Q-TOF-MS-menetelmää (engl. ultra-
performance liquid chromatography quadrupole time of flight mass spectrometry). 
Menetelmässä analyytit erotetaan niin ikään asetonitriilillä uuttamalla. Eristys 
suoritetaan HPLC-menetelmää hyödyntämällä. Kvalitatiivinen ja kvantitatiivinen 
analyysi voidaan suorittaa HPLC-menetelmällä, koska sillä voidaan saavuttaa hyvä 
erotuskyky, selektiivisyys ja herkkyys. Lisäksi menetelmä voidaan automatisoida. 
UPLC-Q-TOF-MS-menetelmällä voidaan määrittää analyytit kvalitatiivisesti. Tutkijat 
analysoivat 18 ruokaöljyn 3-MCPD-esteripitoisuudet. Mielenkiintoisesti he eivät 
havainneet 3-MCPD:n monoestereitä mistään niistä, vain diestereitä. Menetelmän 
toteamisraja on 3,43 µg/ml 1,2-dioleaatille ja 2,55 µg/ml 1-stearaatille. Määritysraja on 
5,71 µg/ml 1,2-dioleaatille ja 5,66 µg/ml 1-stearaatille. 
 
5.2. Epäsuora menetelmä ja siihen vaikuttavat parametrit 
 
Kun öljynäytteessä on suuri määrä erilaisia 3-MCPD-estereitä, on yksinkertaisempaa 
analysoida ne kaikki yhdessä, sillä usein ollaan kiinnostuneita kokonais-3-MCPD-
pitoisuudesta, eikä niinkään yksittäisten estereiden pitoisuuksista. Epäsuorassa 
menetelmässä lukuisista 2-MCPD-, 3-MCPD-, ja glysidyyliestereistä valmistetaan 
kätevämmin analysoitavat vapaiden muotojen johdannaiset.  
Useita epäsuoria menetelmiä on kehitetty 2-MCPD-, 3-MCPD-, ja 
glysidyylipitoisuuksien määrittämiseksi. Useimmissa sovelluksissa on käytännössä 
keskitytty mittaamaan vain 3-MCPD-pitoisuuksia. Kuitenkin menetelmiä voidaan 
soveltaa myös 2-MCPD:n ja glysidyylin samanaikaiseen mittaukseen 3-MCPD:n 
kanssa.
62
 Toisaalta on tutkittu vain vähän menetelmien tehokkuutta, kun määritetään 
samanaikaisesti kaikkien kolmen analyytin pitoisuudet.
63 
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Yleisesti pitoisuuksien määrittäminen epäsuoralla menetelmällä kattaa seuraavat 
vaiheet: sisäisen standardin lisäys, glysidyyliesterin muuntaminen 3-MBPD-esteriksi, 
happo- tai emäskatalysoitu vaihtoesteröinti, jossa hydrolysoidaan esterisidokset, 
reaktioseoksen neutralointi, ulossuolaus, derivatisaatio, ja lopuksi GC/MS-analyysi. 
Kuvassa 19 on esitetty epäsuoran analyyttisen menetelmän perusteet. Glysidyyliesteristä 
muokataan monobromipropaaniesteri, sillä glysidyyliesteristä hydrolyysissä vapautuva 
glysidoli voisi muuten reagoida kloridin kanssa uudeksi 3-MCPD:ksi tai 2-MCPD:ksi, 
mikä vääristäisi mittaustuloksia. Lisäksi happamissa vaihtoesteröintioloissa 
glysidyyliesteri voisi tuhoutua.
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Kuva 19. MCPD- ja MBPD-esterien vaihtoesteröinti happamissa oloissa ja 
derivatisaatioreaktio yleisesti esitettynä. 
Glysidyyliesterin muuntaminen 3-MBPD:ksi perustuu siihen, että happamat olot 
edistävät glysidyylin epoksidirenkaan protonoitumista ja edelleeen nukleofiilista 
hyökkäystä sen vähemmän substituoituneeseen hiileen. Bromidi on reaktiivinen 
nukleofiili proottisissa liuottimissa. Korkea lämpötila (50 °C) edesauttaa reaktion 
etenemistä ja parantaa saantoa, alhainen NaBr-konsentraatio vähentää epätoivottuja 
sivureaktioita asyyliglyserolien kanssa, ja jos läsnä on muita nukleofiilejä, kuten H2O, 
muodostuu niin ikään epätoivottuja sivutuotteita. On havaittu, että jos NaBr-vesiliuosta 
lisätään 100 µl, saanto on viisi kertaa huonompi kuin jos lisätään vain 30 µl.
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Vaihtosteröinnissä metanoliliuoksessa (metanolyysillä) katkaistaan MCPD- ja MBPD-
esterit vapaiksi muodoikseen ja muunnetaan rasvahappoketjut 
rasvahappometyyliestereiksi (FAME).
6
 Ulossuolaus sulfaatilla ennen uuttoa on 
kriittinen vaihe, sillä se edistää FAME-yhdisteiden poistumista.
64
 Vaihtoesteröinti on 
mahdollista suorittaa myös entsymaattisesti lipaasilla, mutta kyseinen menetelmä ei ole 
laajemmin käytössä.
45
 On suositeltu, että sisäisenä standardina käytetään d5-leimattuja 
MCPD-diestereitä, sillä ne käyttäytyvät samalla tavalla kuin luonnolliset MCPD-
diesterit, joita tutkitaan.
64 
Mikäli vaihtoesteröinti suoritetaan emäksisissä oloissa (NaOMe/MeOH, rt., 10 min), 3-
MCPD voi muuntua glysidoliksi kuvassa 20 esitetyn mekanismin mukaisesti (NMR-
menetelmällä arvioitu 37 % konversio).
65
 Edelleen, jos ulossuolaus suoritetaan 
natriumkloridilla etikkahapon ja veden liuoksessa, glysidoli voi muuntua 3-MCPD:ksi 
(konversio 74 %). Kloridi-ionien läsnäolo estää glysidolin muuntumisen glyseroliksi.
65 
 
Kuva 20. 3-MCPD-glysidoli-interkonversiot.
65 
Vapaat MBPD- ja MCPD-yhdisteet analysoidaan tekemällä niistä 
fenyyliboorihappojohdannaiset ja mittaamalla pitoisuudet GC/MS-menetelmällä. 
Derivatisaatioreaktiossa korkeasti polarisoituneesta ja huonosti haihtuvasta (kp. 213 °C) 
3-MCPD:stä tehdään haihtuva johdos. Tämä parantaa herkkyyttä 
kaasukromatogirafisessa analysoinnissa. Lisäksi spesifisisyys paranee, kun voidaan 
analysoida tiettyjä fragmentti-ioneja. Derivatisaatio voidaan myös suorittaa HFBI-
reagenssilla, mutta se on herkkä kosteudelle, ja reaktio on suoritettava kuivissa oloissa.
6 
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6. Yhteenveto 
 
3-MCPD-, 2-MCPD- ja glysidyyliesterit muodostuvat sivutuotteina kasviöljyn 
jalostusprossessissa. Korkeassa lämpötilassa suoritettu hajunpoistovaihe on kriittisin 
vaihe muodostumiselle. Noin 200 °C lämpötilassa asyyliglyserolit reagoivat klooria 
luovuttavien yhdisteiden (klooridonorien) kanssa, jolloin muodostuu kloorattuja 
propanoliyhdisteitä ja glysidyyliestereitä. 
Muodostuvaan MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuuteen vaikuttavat muun muassa 
kasviöljyn asyyliglyserolipitoisuus ja mono- ja diasyyliglyserolien pitoisuuksien suhteet 
sekä jalostusprosessiparametrit. Näin ollen joissakin öljytyypeissä on suuremmat 
MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudet kuin toisissa. Esimerkiksi raakapalmuöljyssä on 
poikkeuksellisen suuri diasyyliglyserolipitoisuus, mikä todennäköisesti johtaa myös 
jalostetun palmuöljyn korkeaan MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuuteen. Elintarvikkeista 
on mitattu MCPD- ja glysidyyliestereitä vaihtelevia pitoisuuksia, riippuen valmistajasta 
ja todennäköisesti olosuhteista valmistusprosessin vaiheissa. 
Kasviöljyjä ja –rasvoja syödään suuria määriä maailmanlaajuisesti, joten on tarpeen 
minimoida haitalliset vierasaineet, kuten MCPD-yhdisteet. Jalostusolosuhteet 
optimoimalla, esimerkiksi deodorisaatiolämpötilaa pienentämällä tai -kestoa 
lyhentämällä, on mahdollista pienentää MCPD-pitoisuuksia elintarvikkeissa. Niin ikään 
pH-arvolla jalostusprosessin alkuvaiheissa on osoitettu olevan merkittävä vaikutus 
mitattuihin pitoisuuksiin. 
3-MCPD-estereitä on tutkittu enemmän kuin glysidyyliestereitä, ja 2-MCPD-estereitä 
on tutkittu kaikkein vähiten. On edelleen hieman epäselvää, kuinka MCPD- ja 
glysidyyliestereiden metabolia lopullisesti tapahtuu. Kuitenkin on selvää, että 3-MCPD-
diesterit imeytyvät ruoansulatuskanavassa eri tavalla kuin 2-MCPD-diesterit, ja edelleen 
monoesterit imeytyvät nopeammin kuin diesterit. Imeytymistä edeltää 
rasvahappoesterin selektiivinen hydrolyysi sn-1-asemasta vapaaksi muodoksi, joka 
sitten diffundoituu epiteelisolukerron läpi verenkiertoon. Nimenomaan hydrolyysin 
selektiivisyys selittää 2-MCPD-diesterien vastaavia 3-MCPD-diestereitä tehokkaamman 
hydrolyysin ja absorption, sillä ne ovat symmetrisiä molekyylejä, ja molemmat 
rasvahapot ovat esteröityneet ns. sn-1-asemaan.  
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3-MCPD on luokiteltu mahdollisesti karsinogeeniseksi yhdisteeksi, jolle on määritelty 
suurin suositeltu päivittäisannos: 8 µg painokiloa kohden. 3-MCPD:n toksisuus ilmenee 
todennäköisesti sen metaboliitin, β-kloorimaitohapon, vaikutuksesta. 
Glysidyyliestereistä vapautuu glysidolia, joka on tunnettu karsinogeeni. Kirjallisuudessa 
3-MCPD:n on esitetty eläinkokeilla aiheuttavan lukuisia mahdollisia terveyshaittoja. 3-
MCPD:n on todettu johtavan DNA-vaurioihin, häiritsevän testosteronituotantoa, 
häiritsevän energia-aineenvaihduntaa munuaisissa ja siittiöissä, ja johtavan siten 
nefronivaurioihin ja hedelmättömyyteen. Lisäksi 3-MCPD:n on todettu häiritsevän 
lipidimetaboliaa maksassa ja johtavan veren kohonneeseen rasvapitoisuuteen. Rotilla ja 
makakeilla on osoitettu olevan toisistaan poikkeavat lipaasiaktiivisuudet, mikä vaikuttaa 
esimerkiksi 3-MCPD:n hydrolysoitumiseen. Lisätutkimuksille on tarvetta aiheen 
tiimoilta, jotta saadaan selvyys, kuinka eläinkokeista saatua tietoa voidaan soveltaa 
ihmisiin. 
Viime vuosina tutkimustieto MCPD- ja glysidyyliestereiden esiintymisen laajuudesta on 
kasvanut analyyttisten menetelmien kehittymisen myötä. Erityisesti epäsuorien 
menetelmien kehitys on johtanut parantuneeseen herkkyyteen. Monenlaisista 
menetelmistä tulisi kuitenkin harmonisoida standardisoitu kokonaisuus, jotta saataisiin 
kaiken kaikkiaan luotettavammat tutkimustulokset. Analyyttiseksi 
standardimenetelmäksi on vakiintumassa epäsuora menetelmä, jossa valmistetaan 
analyyteista fenyyliboorihappojohdannainen, joka analysoidaan kaasukromatografia-
massaspektrometrisesti. 
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II KOKEELLINEN OSA 
 
      7. Johdanto 
 
Elintarviketurvallisuusvirasto Evira on kansallinen vertailulaboratorio polysyklisille 
aromaattisille hiilivedyille (PAH-yhdisteille) elintarvikkeissa. Evira on mukana 
Euroopan unionin vertailulaboratoriotoiminnassa kyseisten yhdisteiden suhteen (EURL-
PAH) ja osallistuu tässä kapasiteetissa ajoittain järjestettyihin vertailututkimuksiin. 
EURL-laboratoriot pyrkivät varmistamaan standardoidut analyysimenetelmät 
haitallisille yhdisteille, joita seurataan Euroopan komission suositusten mukaisesti. 
Viime aikoina EURL-PAH on laajentanut toimintansa PAH-yhdisteiden lisäksi muihin 
prosessikontaminantteihin. Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto (EFSA) on pyytänyt 
Euroopan komission yhteistä tutkimuskeskusta, JRC:tä (engl. Joint Research Centre), 
kehittämään analyysimenetelmän, joka soveltuu 2-MCPD-, 3-MCPD- ja 
glysidyyliestereiden kvantitatiiviseen määrittämiseen erilaisista kasviöljyistä ja niistä 
valmistetuista elintarvikkeista.
3
 
Tämän pro gradu –tutkielman kokeellisen osion tavoitteena oli pystyttää 
kaasukromatografia-massaspektrometrinen kvantatiivinen analyysimenetelmä 2-MCPD-
, 3-MCPD- ja glysidyyliestereille sekä validoida se oliiviöljy- ja vohvelimatriiseille. 
Nämä matriisit valittiin, sillä niitä käytettiin myös vuoden 2016 EURL-PAH-
vertailututkimuksessa, jossaa selvitettiin kansallisten vertailulaboratorioiden valmiutta 
analysoida kyseisten kontaminanttien pitoisuuksia. Evira oli osallistunut 
vertailukokeeseen, joten näistä matriiseista oli saatavilla vertailumateriaalia, jonka 
avulla voitiin validoida analyysimenetelmän oikeellisuus. 
Estereiden pitoisuus määritettiin epäsuorasti, toisin sanoen hydrolysoimalla ne vapaiksi 
muodoikseen, minkä jälkeen niistä tehtiin fenyyliboorihappojohdannaiset. 
Fenyyliboorihappojohdannaisten pitoisuudet määritettiin kaasukromatografia-
massaspektrometrisesti. Pystytetyssä menetelmässä pitoisuudet määritettiin sisäisen 
standardin menetelmällä. Deuteroidut sisäiset esteristandardit lisättiin näytteisiin 
analyysin alussa. Tällöin sisäiset esteristandardit kävivät läpi kaikki samat reaktiot kuin 
analysoitavat yhdisteet. Menetelmä on selostettu tarkemmin luvussa 8.2. 
Työt aloitettiin GC-MS-laitteistolla, mutta saatettiin päätökseen GC-MS/MS-
laitteistolla, johtuen laitteisto-ongelmista. Lopulta molemmilla laitteistoilla saatiin 
mitattua tyydyttävät tulokset, mutta voitiin todeta, että GC-MS/MS-menetelmä oli 
yksikäsitteisempi ja tehokkaampi. Analyyttinen menetelmä validoitiin seuraavien 
parametrien suhteen: spesifisyys, selektiivisyys, lineaarisuus, takaisinsaanto, 
toistettavuus, sisäisen uusittavuus, havaitsemis- ja määritysraja, oikeellisuus sekä 
mittausepävarmuus.  
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8. Laitteisto ja menetelmät 
 
Työssä määritettiin kaasukromatografia-massaspektrometrisesti (GC-MS) elektroni-
ionisaatiolla (EI) analyyttien pitoisuudet. GC-MS-laitteistolla analyysit suoritettiin 
valittujen ionien seuranta –menetelmällä (SIM). GC-MS/MS-laitteistolla analyysit 
suoritettiin herkemmällä useiden reaktioiden seuranta –menetelmällä (MRM). 
Varsinainen analyyttinen menetelmä, jolla analyytit hydrolysoitiin, erotettiin ja 
derivoitiin, pidettiin samana molemmilla GC-MS-laitteistoilla. Tutkittavien yhdisteiden 
pitoisuudet laskettiin käyttämällä hyödyksi kalibraatiosuoran yhtälöä. Kvantitatiivinen 
määritys suoritettiin sisäisen standardin menetelmällä, eli natiivianalyyttien ja stabiilien 
isotooppileimattujen analogien pitoisuuksien suhteen avulla. 
8.1. Kaasukromatografi-massaspektrometrilaitteisto 
 
Työ aloitettiin GC-MS-laitteistolla ja saatettiin päätökseen GC-MS/MS-laitteistolla. 
Molemmissa laitteistoissa oli Agilent Technologies 7683 -sarjan automaattinen 
näytteensyöttäjä ja injektori. Molempiin oli myös integroituna toisiaan vastaavat 6890-
sarjan Hewlett Packardin ja Agilent Technologiesin valmistamat kaasukromatografit. 
Kolonneina työn aikana käytettiin niin ikään ominaisuuksiltaan toisiaan vastaavia HP-
5ms- ja DB-5ms-kapillaarikolonneja. Näin ollen laitteistot poikkesivat toisistaan 
käytännössä vain massaspektrometrisen laitteiston osalta. Molemmissa laitteistoissa oli 
elektroni-ionisaatiolähde (EI). Laitteistojen suorituskykyä on vertailtu tarkemmin 
luvussa 9.3. 
GC-MS-laitteiston massaspektrometrina eli ilmaisimena toimi Hewlett Packard 5973 –
sarjan massaselektiivinen detektori (MSD). Kuvassa 21 on esitetty GC-MS-laitteiston 
rakenne yleisesti. Analytiikassa GC-MS-laitteiston etuna on se, että vaikka 
kromatogrammissa olisi häiritseviä piikkejä analyyttien retentioajoilla, voidaan 
analyytit kvantifioida tehokkaasti, toisin kuin jos käytettäisiin liekki-
ionisaatiodetektoria (FID), joka mittaa pelkän retentioajan. 
 
Kuva 21. GC/MS-laitteen yleinen rakenne. 
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Näyte syötetään injektoimalla injektioportista (engl. inlet) kolonniin, mistä se kulkeutuu 
GC/MSD-rajanpinnan kautta massaspektrometrille. GC/MSD-rajapinta on käytännössä 
lämmitetty alue, joka yhdistää kaasukromatografin (kapillaarikolonnin välityksellä) 
massaspektrometriin. GC/MSD-rajapinnan alueella lämmityksen on oltava tasaista, ettei 
tapahdu kondensaatiota GC-kolonniin, mikä heikentäisi kromatogrammin piikinlaatua. 
Näytteen komponentit päätyvät omilla retentioajoillaan ionilähteelle, jossa ne 
ionisoituvat ja fragmentoituvat. Repellorit ajavat positiivisesti varautuneet fragmentti-
ionit ionilähteeltä kvadrupolimassasuodattimeen, joka päästää vain tietyn m/z-suhteen 
omaavat ionit läpi ilmaisimelle. Detektorilla syntyy signaali, jonka suuruus on 
verrannollinen ilmaisimeen osuvien ionien lukumäärään.
66
 Mittaustulosten käsittely 
suoritettiin tietokoneella, joka oli kiinni laitteistossa. GC-MS-laitteiston menetelmät 
määritettiin, mittausdata kerättiin ja käsiteltiin ChemStation-ohjelmistolla (versio 
G1701BA B.01.00). 
GC-MS/MS-laitteistona käytettiin Waters® Micromass® Quattro micro GC™ Mass 
Spectrometer –massaspektrometria. Quattro micro GC –massa-analysaattori koostuu 
kahdesta kvadrupolimassasuodattimesta, joita erottaa heksapolitörmäyskammio, jossa 
kuusi yhdensuuntaista sauvaa stabiloivat törmäysaluetta (kuva 22).
67
 Tandem-
kvadrupoli-massasuodattimen rakenne mahdollistaa kaksivaiheisen massa-analyysin. 
Tällöin voidaan soveltaa esimerkiksi usean reaktion seuranta -menetelmää (MRM) 
analyyttien määrittämiseksi (kuva 23). MRM-menetelmällä ensimmäisellä kvadrupolilla 
(MS1) suoritetaan esivalinta: sen läpi päästetään tietyn m/z-suhteen ioni (prekursori-
ioni), minkä jälkeen kvadrupolien välissä olevassa heksapolitörmäyskammiossa se 
fragmentoituu edelleen. Tämän jälkeen toinen kvadrupoli (MS2) päästää vain tietyn 
m/z-suhteen ionin (tytär-ioni) lävitseen. 
 
Kuva 22. Quattro micro GC on tandem-massaspektrometri, jossa käytetään elektroni- 
ionisaatiolähdettä (EI). Näytteet tulevat analysaattorille kaasukromatografin kautta.
 67
 
 
 
47 
 
Käytännössä MRM-menetelmällä saadaan kromatogrammi, jossa näkyy 
analyyttispesifinen prekursori-tytär-siirtymä. Tuloksena voidaan poistaa taustan tai 
matriisin aiheuttama häiriö analyytin retentioajalla. MRM-menetelmä on hyvin 
selektiivinen ja spesifinen analyysitekniikka, jolla voidaan määrittää analyytit 
kvantitatiivisesti jo pienillä pitoisuuksilla. GC-MS/MS-menetelmä määritettiin 
MassLynx-ohjelmistolla ja mittausdata käsiteltiin QuanLynx-ohjelmistolla (versio 4.1 
SCN805). 
 
Kuva 23. Useiden reaktioiden seuranta -menetelmä tandem-massaspektrometrilla. 
Menetelmällä seurataan tiettyjä fragmentaatioreaktioita.
67
 
Työt aloitettiin HP-5ms-kolonnilla, joka vaihdettiin sitten DB-5ms-kolonniin. Kolonnit 
ovat käytännössä identtiset: niillä on samat mitat (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm), sama 
stationäärifaasi, sekä sama valmistaja (Hewlett Packard/Agilent Technologies).  
Käytetty kolonni on hyvä yleiskolonni johtuen sen poolittomasta stationäärifaasista, 
joka koostuu 5 % difenyyli- ja 95 % dimetyylipolysiloksaanista (kuva 24). Kyseinen 
kolonni soveltuu hyvin suoritettuihin mittauksiin, sillä työssä analyyteistä valmistetaan 
poolittomat fenyyliboorihappojohdannaiset, jotka käyttäytyvät ennustettavalla tavalla 
kaasukromatografisesti. Analyyttien kromatogrammiset piikit olivat hyvin erottuneita 
sekä esiintyivät odotetuilla retentioajoilla. Kuitenkin oli huomioitava, että kun kolonnia 
siirrettiin laitteesta toiseen, sitä piti aina katkaista hieman, joka lyhensi retentioaikoja. 
Mobiilifaasina toimi helium-kaasu (99,9999 % puhdas). 
 
Kuva 24. Työssä käytetyn DB-5ms-kolonnin stationäärifaasin kemiallinen rakenne. 
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8.2. Analyysimenetelmä 
 
Työssä käytetty analyysimenetelmä perustui Samaras et al.
63
 sekä Zelinkova et al.
64
 
julkaisemiin artikkeleihin. Heidän tutkimuksensa toimivat pohjana EFSA:n raportissa 2-
MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliestereiden määrittämiseen kehitellylle standardoitavalle 
menetelmälle.
3
 Epäsuorassa menetelmässä analyysi suoritetaan miedoissa reaktio-
oloissa, mikä ehkäisee ei-toivottuja bikonversioreaktioita 3-MCPD:n ja glysidolin 
välillä. Kehitetyn menetelmän tavoitteena oli että 2-MCPD-, 3-MPCD- ja 
glysidyyliryhmät, jotka estereistä vapautettiin voitiin määrittää samanaikaisesti 
kvantitatiivisesti. Yhdisteiden vapaat muodot ovat toksikologisesti merkittävät osat 
kasviöljyissä ja elintarvikkeissa esiintyvistä estereistä. 
Analyysimenetelmässä pitoisuudet määritettiin sisäisen standardin menetelmällä. 
Sisäisenä standardina toimi isotooppileimattu esterianalyytti, jossa propaanidiolirunko 
on deuteroitu. Sitä lisättiin kaikkiin analysoitaviin näytteisiin sama pitoisuus. Sisäisen 
standardin menetelmässä lisätty standardi käyttäytyy kemiallisesti samalla tavalla kuin 
analyytti, mutta sen signaali voidaan erottaa analyytistä kaasukromatografia-
massaspektrometrisesti. Kun standardit lisätään esterimuodossa, tavoitteena on että 
kaikki tekijät, mitkä pienentävät analyyttisignaalia, kuten matriisihäiriöt, pienentävät 
samassa suhteessa sisäisen standardin signaalia ja täten minimoidaan virheelliseet 
pitoisuuksien määritykset. Tällöin kyseisten yhdisteiden signaalien suhde vaihtelee vain 
vähän. Tämän suhteen avulla voidaan määrittää analyyttien pitoisuudet näytteissä.
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Kalibraatiosuoran määrityksessä deuteroidun sisäisen standardin lisäksi käytetään ns. 
natiivistandardia, eli esteröitynyttä analyyttiä (2-MCPD, 3-MCPD, ja glysidoli), jolla 
väkevöidään kasvavassa pitoisuudessa kalibraatiosarjan nollanäytteitä. Tuloksena 
saadaan kromatogrammissa erilliset piikit sisäisestä standardista (ISTD) ja 
natiivistandardista (STD) johdetuille analyyteille. Piikkien signaalit, eli niiden pinta-
alat, ovat verrannollisia yhdisteiden konsentraatioon. Näiden piikkien pinta-alojen 
suhteella voidaan määrittää kalibraatiosuoran yhtälö, sekä edelleen suoran yhtälön 
avulla väkevöityjen näytteiden pitoisuudet. 
Työssä käytetyt isotooppileimatut esteristandardit hankittiin kaupallisesti Toronto 
Research Chemicalsilta (Kanada) ja Chironilta (Norja) (taulukko 4). Standardit 
toimitettiin liuotettuna tolueeniin pitoisuudessa 1000 ± 20 µg/ml (huomioitu yhdisteen 
epäpuhtaudet). Näistä valmistettiin ns. käyttöliuos, jonka pitoisuus oli 5,0 µg/ml, ja jota 
säilytettiin pimeässä jääkaapissa. ISTD- ja STD-käyttöliuosta käytettiin myös 
analyysimenetelmässä väkevöimään näytematriisit kahdella eri pitoisuustasolla. 
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Taulukko 4. Työssä käytetyt natiivistandardit ja sisäiset standardit. Yhdisteet saatiin 
kaupallisesti raseemisina seoksina. RM  on vapaan muodon ja esterimuodon 
moolimassojen suhde. 
Yhdiste Puhtaus Katalogi# CAS# MW 
(esteri) 
(g/mol) 
MW 
(vapaa 
muoto) 
(g/mol) 
RM 
2-kloori-1,3-
propaanidioli-
distearaatti 
98 % C10559.39-
K-T 
 
26787-56-4 
 
 
643,46 
 
 
110,54 
 
 
0,1718 
 
2-kloori-1,3-
propaanidioli-
distearaatti-d5 
98 % C10770.39-
K-T 
 
1329796-49-
7 
 
 
648,49 
 
115,57 
 
0,1782 
3-kloori-1,2-
propaanidioli-
dipalmitaatti 
99,9 % C8967.35-
K-T 
 
51930-97-3 
 
 
587,36 
 
110,54 
 
0,1882 
3-kloori-1,2-
propaanidioli-
dipalmitaatti-
d5 
99,5 % 
C8982.35-
K-T 
 
1185057-55-
9 
 
 
592,39 
 
 
115,57 
 
 
0,1951 
 
glysidyyli-
palmitaatti 
>99 % C9674.19-
K-T 
 
7501-44-2 
 
312,49 74,08 0,2371 
glysidyyli-
oleaatti-d5 
98 % TRC-
G615932 
 
1426395-63-
2 
 
343,56 74,08 0,2156 
 
RM-arvoja eli vapaan muodon moolimassan ja esterimuodon moolimassan suhdetta 
käytettiin laskettaessa Ccal-arvo eli natiiviyhdisteen vapaan muodon määrän ekvivalentti 
koeputkessa (ng)  yhtälöllä (1): 
               (1) 
missä CI = standardiliuoksen esteripitoisuus (µg/ml), VI = koeputkeen lisätyn 
standardiliuoksen tilavuus (µl), RM = 2-MCPD:n, 3-MCPD:n, glysidolin vapaan 
muodon moolimassan ja kyseisten yhdisteiden esterimuotojen moolimassojen suhde. 
Ennen näytteen analyyttistä käsittelyä kiinteän matriisin ruokanäytteet eli belgialainen 
vohveli esikäsiteltiin. Vohvelinäytteen esikäsittely aloitettiin kylmäkuivaamalla 
(Edwards Modulyo 4 K) näyte. Tämän jälkeen kylmäkuivattu vohveli homogenisoitiin 
huhmareella. Homogenisoitua kylmäkuivattua vohvelia punnittiin 5 g uutettavaksi. 
Näyte sekoitettiin natriumpolyakrylaattiin (5 g) ja hiekkaan (15 g). Saatu seos ladattiin 
uuttopatruunaan ja vohvelista uutettiin rasva paineistetulla nesteuutolla (PLE). 
Uuttamiseen käytettiin Dionex ASE® 200 –laitetta. Taulukossa 5 on esitetty käytetyt 
PLE-uutto-olosuhteet. 
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Taulukko 5. PLE-uutto-olosuhteet. PLE-uuton etuja on helppokäyttöisyys, olojen 
säätelyn mahdollisuus sekä automatisaatio. 
Paine normaali ilmanpaine 
Lämpötila 40 °C 
Esilämmitysaika 0 min 
Lämmitysaika 5 min 
Staattinen aika 5 min 
Huuhtelutilavuus 60 % 
Puhdistusaika 180 s 
Staattisten syklien 
lukumäärä 
2 
Liuotin 100 % tert-
butyylimetyylieetteri 
 
Uuttamisen tuloksena saatiin noin 100 ml uutos, joka sisälsi tert-butyylimetyylieetteriin 
(TBME) liuenneen rasvan. Liuotin haihdutettiin pois typpihaihduttimella 40 °C 
lämpötilassa (Biotage TurboVap® VP). Uutettu rasva määritettiin tämän jälkeen 
gravimetrisesti. 5 gramman vohvelinäytteestä saatiin noin 2 grammaa rasvaa. 
Kuvassa 25 on esitetty analyysimenetelmä virtauskaaviomuodossa. Matriisikohtaisesti, 
belgialaisesta vohvelista uutettua rasvaa tai ekstra-neitsytoliiviöljyä punnittiin 100 mg 
(± 5 mg) 10 ml korkilliseen koeputkeen (Kimax). Jokaiseen näytteeseen lisättiin 
isotooppileimattua sisäistä standardia sama pitoisuus, sekä standardia 
kalibraatiostandardista tai väkevöidyn näytteen pitoisuustasosta riippuva pitoisuus. 
Tämän jälkeen seos liuotettiin 2 ml kuivattua tetrahydrofuraania (THF).  
Kaikki liuokset valmistettiin aina uudelleen jokaista analyysisarjaa varten. Pipetointiin 
käytettiin Thermo Lab Systemsin automaattipipettejä (tilavuudet 20 – 200 µl, 200 – 
1000 µl, 1 ml – 5 ml), joiden tilavuudet oli varmistettu kalibroimalla. Käytetyt vaa’at 
kalibroitiin joka päivä (Matteo Toledo AB 104 ja Mettler Toledo AX204). 
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Kuva 25. Analyysimenetelmän virtauskaavio. 
Analyysin aluksi muunnettin glysidyyliesterit, jotka ovat epästabiileja epoksideja, 
stabiileiksi bromijohdannaiseksi, 3-MBPD-estereiksi. Nämä voitiin analysoida samalla 
tavalla kaasukromatografia-massaspektrometrisesti kuin 2-MCPD- ja 3-MCPD-esterit. 
Konversio suoritettiin lisäämällä 30 µl NaBr/H2SO4-vesiliuosta (3 mg/ml). Tämä liuos 
oli valmistettu seuraavalla tavalla: ensin valmistettiin väkevä NaBr-vesiliuos (1 g 
NaBr/10 ml MilliQ-vettä, Merck Millipore Q-Gard), josta otettiin sitten 10 ml 
mittapulloon 180 µl tilavuus, joka laimennettiin 5,5 ml MilliQ-vettä ja lisättiin 300 µl 
väkevää rikkihappoa. Näytteitä sekoitettiin voimakkaasti (Vortex Genie 2 Scientific 
Industries) 15 sekunnin ajan, minkä jälkeen niitä inkuboitiin 15 min 40 °C lämpötilassa 
(Termaks B 8023 -inkubaattori). Reaktio sammutettiin lisäämällä 3,0 ml 0,6 % 
natriumvetykarbonaatti-vesiliuosta (0,6 g NaHCO3/100 ml Milli-Q-vettä). 
2-MCPD- ja 3-MCPD-esterit sekä saadut 3-MBPD-esterit erotettiin vesifaasista 
uuttamalla 2 ml n-heptaanilla. Faasit erotettiin toisistaan sentrifugoimalla (MultiFuge 3 
S-R Heraeus, 3000 rpm, 10 min, 20 °C). Orgaaninen n-heptaanifaasi pipetöitiin uuteen 
Kimax-koeputkeen. Haihdutettiin n-heptaani pois (TurboVap® LV Zymark/Caliper 
LifeSciences, 40 °C, 20 min, N2-virta). Saatu öljymäinen seos liuotettiin 1 ml kuivattua 
THF:a. 
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On todettu,
3
 että happamissa oloissa suoritettu vaihtoesteröinti on tehokkain tapa 
hydrolysoida MCPD-yhdisteiden esterisidokset. Esterisidokset hydrolysoitiin lisäämällä 
1,8 ml H2SO4/MeOH-liuosta (1,8 ml rikkihappoa 100 ml metanolia). Näytteitä 
sekoitettiin ensin voimakkaasti 10 sekunnin ajan, minkä jälkeen niitä inkuboitiin yön yli 
16 tunnin ajan 40 °C lämpötilassa (Termaks B 8023 -inkubaattori). Seuraavana aamuna 
näytteet viilennettiin huoneenlämpöön, minkä jälkeen reaktio sammutettiin 
neutraloimalla liuos 500 µl tyydyttynyttä NaHCO3-vesiliuosta (4,8 g NaHCO3/50 ml 
MilliQ-vettä). Metanoli haihdutettiin pois typpihaihduttimella (20 min, 40 °C).  
Yön aikana tapahtuneessa vaihtoesteröintireaktiossa esteröityneen 2-MCPD:n, 3-
MCPD:n ja 3-MBPD:n rasvahappoketju korvataan metanolin hydroksyyliryhmällä. 
Tuloksena saadaan rasvahappometyyliesteri ja vapaa 2-MCPD, 3-MCPD ja 3-MBPD 
(kuva 26). Happo katalysoi reaktiota protonoimalla karbonyyliryhmän, mikä tekee siitä 
tehokkaamman elektrofiilin. 
 
 
Kuva 26. Vaihtoesteröintireaktiolla hydrolysoidaan esterisidokset. Esimerkiksi 3-
MCPD-palmitiiniesteristä saadaan vapaa 3-MCPD sekä palmitiinihappometyyliesteri. 
Muodostuneet rasvahappometyyliesterit (FAME) uutettiin pois, sillä ne häiritsevät GC-
MS-analyysiä. Lisättiin tyydyttynyttä ammoniumsulfaattivesiliuosta 1,3 ml (10 g 
(NH4)2SO4 / 25 ml Milli-Q-vettä). Uutettiin n-heksaanilla (2 x 1 ml). FAME-yhdisteet 
jäivät tällöin orgaaniseen faasiin, joka hylättiin. Ammoniumsulfaattilisäys ennen uuttoa 
edistää FAME-yhdisteiden uuttumista orgaaniseen faasiin. 
Vapaat 2-MCPD-, 3-MCPD- ja 3-MBPD-diolit jäivät vesifaasiin, josta ne saatiin 
erotettua uuttamalla etyyliasetaatilla (EtOAc) (3 x 0,6 ml). GC-MS-analyysiä häiritsevät 
matriisikomponentit jäivät tällöin vesifaasiin ja analyytit saatiin orgaaniseen faasiin. 
Tässä vaiheessa uuttoa oli tärkeää välttää veden joutumista EtOAc-faasiin, ja sen 
vedettömyys varmistettiin kuivaamalla se natriumsulfaatilla ennen derivointireaktion 
suorittamista. 
Analyyttien derivointi suoritettiin lisäämällä 150 µl derivointireagenssia (0,4 g 
fenyyliboorihappoa (PBA) / 10 ml dietyylieetteriä). PBA reagoi nopeasti vapaan 2-
MCPD-, 3-MCPD- ja 3-MBPD-diolin kanssa muodostaen stabiilin johdannaisen, jolla 
kaasukromatografinen analyysi onnistuu tehokkaasti (kuva 27). Lisäyksen jälkeen 
seosta pidettiin ultraäänikylvyssä 5 minuuttia, minkä jälkeen derivointireaktio saatettiin 
päätökseen haihduttamalla seos täysin kuivaksi typpihaihduttimella (40 °C, 20 min). 
Saatu valkoinen kiinteä aine liuotettiin 300 µl iso-oktaania. Sentrifugoinnin jälkeen 
(3000 rpm, 10 min, 20 °C) supernatantista otettiin pipetillä 150 µl näyte sisäputkelliseen 
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GC-injektiopulloon. Näytteet analysoitiin GC-MS- tai GC-MS/MS-laitteistolla 
menetelmällä, joka on kuvattu seuraavassa luvussa. 
 
Kuva 27. Derivointireaktio ja muodostuvien johdannaisten rakenteet. 
Derivointi PBA:lla on kirjallisuudessa suoritettu myös orgaanisen faasin sijaan 
vesifaasissa. Kuitenkin orgaanisessa faasissa suoritettuna kulutetaan pienemmät määrät 
derivointireagenssia, mikä johtaa pienempiin häiriöihin GC-MS-analyysissä ja voidaan 
saavuttaa pienemmät havaitsemisrajat.
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Taulukossa 6 on esitetty työssä käytyt reagenssit ja liuottimet. Tetrahydrofuraanin tuli 
olla kuivattua, sillä vesi häiritsee analyysiä. Niin ikään uuttamisen eri vaiheissa tuli 
pitää huoli, ettei vettä jäänyt orgaanisiin faaseihin. Zelinkova et al. olivat havainneet 
eroja fenyyliboorihapon eri tuotantoerissä: joidenkin erien reagenssit eivät liuenneet 
täysin dietyylieetteriin toisten liuetessa.
64
 Työn aikana voitiin todeta, että 0,4 g käytettyä 
PBA-reagenssia liukeni aina täysin 10 ml dietyylieetteriä. 
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Taulukko 6. Analyysimenetelmässä käytetyt liuottimet ja reagenssit. 
Liuottimet 
Yhdiste (lyhenne) Valmistaja Katalogi Puhtaus Muuta 
tetrahydrofuraani 
(THF) 
ACROS 
Organics™ 
181500010 99,9 % kuivattu, 
BHT-
stabiloitu 
metanoli (MeOH) Merck 1060072500 99,9 %  
n-heksaani Sigma 
Aldrich 
32293-2.5L ≥ 99,5 %  
n-heptaani VWR 24539.320 ≥ 99,5 %  
etyyliasetaatti (EtOAc) VWR  83621.320 ≥ 99,8 %  
tolueeni J.T. Baker JT-9460-03 ≥ 99,5 %  
iso-oktaani VWR 83630.320 99,5 %  
dietyylieetteri Merck 109235000 99,7 %  
tert-butyylimetyyli-
eetteri (TBME) 
ACROS 
Organics™ 
177040025 99,9 %  
Reagenssit 
Yhdiste (lyhenne) Valmistaja Katalogi Puhtaus Muuta 
rikkihappo, H2SO4 Merck  1007311011 ≥ 95 %  
fenyyliboorihappo 
(PBA) 
Sigma 
Aldrich 
78181-50G ≥ 97 %  
ammoniumsulfaatti, 
(NH4)2SO4 
Merck 1066490500 ≥ 99 %  
natriumvetykarbonaatti, 
NaHCO3 
Fluka 71630-1KG ≥ 99 %  
natriumbromidi, NaBr Sigma 
Aldrich 
71329-250G ≥ 99,5 %  
hiekka Sigma 
Aldrich 
274739-1KG – 50 – 70 mesh 
natriumpolyakrylaatti Sigma 
Aldrich 
432784-1KG – hiukkaskoko 
90 – 850 μm 
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8.3. Kaasukromatografia-massaspektrometrinen menetelmä 
 
Näytettä injektoitiin 1 µl tilavuus splitless-menetelmällä 250 °C lämpötilassa. Splitless-
injektiossa suurin osa analyyteistä ja liuottimesta siirtyy kolonniin (riippuen inletin 
virtausparametreista purge ja split flow). Menetelmää käytetään, kun analyyttipitoisuus 
on suhteellisen pieni ja näytteessä on mahdollisesti matriisikomponentteja häiritsemässä 
kromatografista erotusta. Muita tekijöitä, jotka vaikuttavat kromatografin resoluutioon 
ovat esimerkiksi kolonnin stationäärifaasi, mobiilifaasin virtausnopeus, 
lämpötilaohjelmointi ja kolonnin dimensiot. Kolonnina käytettiin HP-5ms/DB-5ms (30 
m x 0,25 mm x 0,25 µm). Heliumin virtausnopeus oli kolonnissa 1,0 ml/min (constant 
flow).  
Lämpötilaohjelmoinnilla on mahdollista optimoida useita kromatografisia parametreja, 
kuten retentioaika sekä piikinmuoto. Työssä käytetty kolonnin lämpötilaohjelmointi on 
esitetty taulukossa 7. Jotta vältetään liuottimen aiheuttamat häiriöt, on alkulämpötilan 
hyvä olla noin 20 astetta alhaisempi kuin liuottimen kiehumispiste.
68
 Tästä syystä 
lämpötilaohjelmoinnissa alkulämpötila oli 60 °C ja sitä pidettiin isotermisena 1 
minuutin ajan. Tämän jälkeen lämpötila nostettiin 6 °C/min nopeudella 150 °C 
lämpötilaan, jossa sitä pidettiin 2 minuutin ajan. Tämä puolivälin ns. pidätysaika (hold 
time) parantaa samankaltaisten yhdisteiden erottumista toisistaan. Lopuksi lämpötila 
nostettiin 30 °C/min nopeudella 300 °C lämpötilaan, jossa sitä pidettiin 10 minuutin 
ajan. Loppulämpötilan pidätysaika oli näin pitkä, jotta voimakkaasti adsorboituneet 
matriisikomponentit kuten metyylirasvahapot irtosivat kolonnista.  
Taulukko 7. GC-uunin lämpötilaohjelma 
 Nopeus 
(°C/min) 
Seuraava 
°C 
Pidätysaika 
(min) 
Kokonaisaika 
(min) 
Lähtötilanne – 60 1 1 
 6 150 2 18 
 30 300 10 33 
 
Kun mittaukset suoritettiin GC-MS-laitteistolla, massaspektrometrilla seurattiin 
jokaisen analyytin ja sisäisen standardin kohdalla kahta ionia kvantitointi- ja 
konfirmaatioioneina, joita esiintyi suurimmat pitoisuudet, valittujen ionien seuranta -
menetelmällä (SIM, selected ion monitoring). Kvantitointi-ioni (quantifying ion/target 
ion) on analyyttispesifinen ioni, jolla analyytti voidaan erottaa muista mahdollisesti 
samalla retentioajalla esiintyvistä häiritsevistä yhdisteistä. Konfirmaatioioni (qualifier 
ion/confirmation ion) määritetään analyytin massaspektristä. Kvantitointi-ja 
konfirmaatioionien oikea suhde osoitti, että tutkittiin oikeaa analyyttiä (luku 9.2.1). 
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Kvantitointi suoritettiin SIM-menetelmällä seuraamalla taulukossa 8 esitettyjä ioneja. 
Ionit valittiin kirjallisuuden perusteella.
64
 3-MBPD-PBA-johdannaisen kohdalla 
havaittiin, että kirjallisuudessa laajalti käytetty kvantitointi-ioni 147 ei soveltunut täysin 
tarkoitukseensa, sillä analyytin retentioajalla esiintyi runsaasti häiriöitä (johtuen 
mahdollisesti septumista irtoavista yhdisteistä). 146 m/z-suhteen ionin todettiin olevan 
parempi, kuten Samaras et al. olivat todenneet.
64
  
Taulukko 8. Analyyttien ja sisäisten standardien ionit (m/z-suhteet), joita seurattiin 
kaasukromatografia-massaspektrometrisessä SIM-menetelmässä. 
Yhdiste 
(PBA-
johdannainen) 
Kvantitointi-
ioni 
Konfirmaatioioni 
3-MCPD 147 196 
3-MCPD-d5 150 201 
2-MCPD 196 198 
2-MCPD-d5 201 203 
3-MBPD 146 240 
3-MBPD-d5 150 245 
 
Taulukon konfirmaatioionien voidaan m/z-suhteesta päätellä olevan molekyyli-ioneja ja 
kvantitointi-ionit vastaavat fragmentti-ioneja, joissa yhdisteestä on lohjennut ryhmä 
CH2Cl. Muita rakenteellisesti merkittäviä ioneja ovat 103/104 ([Ph-BO]
+
), ja 91/93 
([C7H7]
+
) (kuva 28). 104 ja 107 m/z-suhteen fragmentteja seurattiin GC-MS/MS-
laitteistolla MRM-menetelmällä mitattaessa 2-MCPD:n ja 2-MCPD-d5:n PBA-
johdannaisten pitoisuuksia (taulukko 9). 
Taulukko 9. MRM-ajoissa seuratut analyyttikohtaiset hajoamiset. 
Yhdiste 
(PBA-
johdannainen) 
Prekursori-ioni Tytärioni 
3-MCPD 196 147 
3-MCPD-d5 201 150 
2-MCPD 196 104 
2-MCPD-d5 201 107 
3-MBPD 240 147 
3-MBPD-d5 247 150 
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Kuva 28. 3-MCPD-PBA-johdannaisen massaspektri, jossa näkyy siitä muodostuvat 
fragmentti-ionit.
69
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8.4. Mittaustulosten käsittely 
 
Kalibraatiosarjan näytteistä saaduista mittaustuloksista määritettiin ensin 
kalibraatiosuora pienimmän neliösumman menetelmällä. Kun kalibraatiosuoran yhtälö 
saatiin, voitiin yhtälöllä (2) määrittää analyyttien pitoisuus näytteissä.  
                 
(
        
         
  )
 
            
     (2) 
missä Xnatiivi on natiivianalyyttien rasvassa oleva pitoisuus (µg/kg), Anatiivi on 
natiivianalyytin piikin pinta-ala, Aleimattu on sisäisen standardin piikin pinta-ala, 
Wnäyte/rasva  on analyysiin käytetyn rasva-/öljynäytteen massa (g). Kalibraatiosuoran 
yhtälöstä saadaan arvot a ja b, eli kalibraatioyhtälön kulmakerroin ja leikkauspiste. 
Ekstraneitsyt-oliiviöljynäytteille laskettiin vain pitoisuus rasvaa kohti (engl. fat basis) 
yllä olevalla yhtälöllä. Vohvelinäytteille laskettiin lisäksi yhtälöllä (3) analyytin 
tuotteessa oleva pitoisuus (engl. product basis).  
                      
        
      
      (3) 
missä Cp on natiiviyhdisteen pitoisuus tuotteessa (µg/kg), Fuutettu on vohvelinäytteestä 
PLE-uuttamalla saadun rasvan määrä (g) ja Wnäyte = näytteen paino (g). 
Yhtälöitä (2) ja (3) soveltamalla voitiin edelleen laskea validointia varten toistettavuus 
ja sisäinen uusittavuus (luvut 9.2.4 ja 9.2.5). 
Analyysimenetelmää validoitaessa määritettiin yhtälöllä (4) ionisuhde, jonka avulla 
voitiin validoida spesifisyys. 
           
                            
                            
  (4) 
Takaisinsaanto määritettiin kokeellisesti väkevöityjen nollamatriisinäytteiden avulla 
yhtälön (5) mukaisesti:  
      -   
                        
        
         (5) 
missä cväkevöity on väkevöidyn näytteen pitoisuus, joka on määritetty kalibraatiosuoran 
yhtälön avulla, cnollanäyte on ns. nollanäytteen määritetty pitoisuus ja clisätty on määrä, joka 
analyyttiä on lisätty. 
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Oikeellisuus voitiin määrittää validointiparametrina, sillä 2-MCPD-, 3-MCPD- ja 
glysidyyliestereiden pitoisuuden määrittämisestä on järjestetty vertailututkimus, johon 
Evira on osallistunut. Täten vertailututkimuksessa käytettyjä oliiviöljy- ja 
vohvelinäytteitä oli saatavilla. Oikeellisuus määritettiin yhtälön (6) mukaisesti 
vertailemalla mitattuja pitoisuuksia vertailututkimuksen kokonaistuloksiin, jolloin 
saatiin selville ns. z-arvot ekstra-neitsytoliiviöljy- ja vohvelinäytteille. 
                             
                       
  
    (6)      
missä z viittaa z-arvoon, xmääritetty on mitattujen pitoisuuksien keskiarvo tietylle 
vertailunäytteelle, Xvertailu on vertailuluku eli näytteelle määritetty ”oikea arvo”, ja σP on 
pätevyyskokeen keskihajonta (sd.). Vertailuarvot ja keskihajonta-arvot saatiin 
vertailukokeen raportista. Kun z-arvo on itseisarvoltaan pienempi kuin 2, tulosta 
voidaan pitää hyvänä. 
Menetelmän laskennallinen havaitsemisraja (LOD) voitiin määrittää nollanäytteiden 
pitoisuuksien avulla. Ensin määritettiin LOD-vaste yhtälöllä (7): 
   -                                                       (7) 
Kaavassa määritettiin LOD laskemalla keskimääräinen taustakohina (nollanäytteiden 
keskiarvo) ja lisäämällä siihen 3 x nollanäytteiden keskihajonta. Laskennallinen LOD-
pitoisuus saatiin edelleen yhtälöllä (7) lasketusta LOD-vasteesta vertaamalla sitä 
pienimmän lisäystason keskimääräiseen vasteeseen. 
Kaavalla (7) saadun LOD-vasteen arvon ja verrannon avulla voitiin edelleen selvittää 
laskennallinen LOD-pitoisuus kaavan (8) mukaisesti:  
   -           
     
              
    -              (8) 
Kaavalla (7) saadun LOD-vasteen arvon ja verrannon avulla voitiin edelleen selvittää 
laskennallinen LOD-pitoisuus kaavan (8) mukaisesti.  
Vastaavalla tavalla määritettiin määritysraja (LOQ) kaavalla (9) lisäämällä LOQ-
vasteeseen 10x nollanäytteen keskihajonta: 
   -                                                          (9) 
Edelleen verrannolla saatiin laskennallinen määritysraja kaavan (10) mukaisesti: 
   -           
     
              
    -                           (10) 
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Mittaustulosten epävarmuus voitiin määrittää sisäisen uusittavuuden avulla yhtälön (11) 
mukaisesti: 
                                              -   (11) 
missä CV-% on sisäisen uusittavuuden ohessa yhtälöillä (2) ja (3) laskettujen 
pitoisuuksien variaatiokerroin. 
Seuraavassa luvussa on esitetty mittausten kulku ja tulokset. 
9. Mittausten kulku ja tulokset 
 
Analysoitavia näytteitä valmistettiin validointia varten jokaiseen analyysisarjaan kaksi 
nollanäytettä ja kolme näytettä molemmilla väkevyystasoilla (470 µg/kg ja 941 µg/kg) 
kummankin matriisin analyysisarjan kohdalla. Lisäksi jokaisen analyysisarjan ohessa 
pyrittiin ajamaan tuore kalibraatiosarja, joka koostui viidestä kalibraatiostandardista. 
Kaasukromatografia-massaspektrometristen mittausten alussa optimoitiin menetelmää 
sopivaksi. Aluksi ajettiin 50 – 400 m/z-massa-alueen pyyhkäisymenetelmällä (SCAN) 
totaali-ionikromatogrammi (TIC), josta määritettiin kunkin seurattavan analyytin 
retentioajat. Retentioaikojen avulla voitiin asettaa aikaikkunat SIM- ja MRM-ajoja 
varten. 
Seuraavaksi on kuvattu mittausten kulku ja menetelmän validointi. Menetelmä pyrittiin 
validoimaan seuraavien parametrien suhteen: spesifisyys, selektiivisyys, lineaarisuus, 
toistettavuus, sisäinen uusittavuus, takaisinsaanto, laskennallinen havaitsemis- ja 
määritysraja, oikeellisuus ja mittausepävarmuus. Kaikki parametrit saatiin tyydyttävästi 
validoitua ja voitiin todeta, että menetelmällä voitiin halutulla lineaarisella alueella 
määrittää analyytit kvantitatiivisesti. 
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9.1. Kalibraatiosuoran määrittäminen 
 
Mittaustuloksia käsiteltäessä ensin määritettiin kalibraatiosuoran yhtälö pienimmän 
neliösumman menetelmällä perustuen GC-MS/MS-mittaustuloksiin QuanLynx-
ohjelmistolla. Kalibraatiosuoran kuvaajassa y-akseliksi valittiin natiivianalyyttien pinta-
ala/leimattujen standardien pinta-ala -suhde ja x-akseliksi valittiin natiivianalyyttien 
määrä kalibraatiostandardissa (mg). Jokaisen näytesarjan ohessa ajettiin viiden 
kalibraatiostandardinäytteen sarja, jotka valmistettiin taulukon 10 mukaisesti, eli 
väkevöitiin ”nollanäytteistä” konsentraatiogradientti 5 µg/ml standardiesterien 
käyttöliuoksilla. Matriisina kalibraationäytteissä toimi Euroopan unionin 
vertailulaboratoriolta saatu ns. ”nollaöljy” eli ekstra-neitsytoliiviöljy, jonka 2-MCPD-, 
3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudet olivat hyvin alhaiset.  
Taulukko 10. Kalibraatiosarjan standardit. Kuhunkin näytteeseen punnittiin 100 mg (± 5 
mg) EU-RL-oliiviöljynollanäytettä. 
Näyte STD lisätty (µl) ISTD lisätty (µl) 
Cal 4 (Std 1/5) 40 50 
Cal 5 (Std 2/5) 60 50 
Cal 7 (Std 3/5) 80 50 
Cal 9 (Std 4/5) 150 50 
Cal 10 (Std 5/5) 200 50 
 
Sisäisten esteristandardiseosten pitoisuudet pysyivät vakiona jokaisessa 
kalibraationäytteessä (50 µl), mutta natiivistandardiseoksen pitoisuudet vaihtelivat 
välillä 40 µl – 200 µl. Tällöin saatiin kalibraatiosuoraan lineaarisuus välille 376 – 1882 
µg/kg. Esimerkit määritetyistä kalibraatiosuorista kullekin analyytille on esitetty 
liitteessä 1. 
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9.2. Menetelmän validointi 
 
Ennen validointia selvitettiin menetelmän soveltuvuutta 2-MCPD-, 3-MCPD- ja 
glysidyyliestereiden pitoisuuksien samanaikaiseen mittaukseen. Tämä voitiin tehdä 
vertailemalla EURL-vertailunäytteistä mitattuja tuloksia niiden tunnetuihin 
vertailuarvopitoisuuksiin. Käytännössä aluksi määritettiin siis menetelmän validoinnin 
”oikeellisuus”-parametri. Nämä tulokset on esitetty kappaleessa 9.2.8. 
FINAS-akkreditoidut (Finnish Accreditation Service) laboratoriot, kuten Evira, suosivat 
analyysimenetelmiä, joista on saatavilla kansainvälisiä julkaisuja tai jotka ovat 
kansainvälisesti standardoituja menetelmiä. 2-MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliestereille 
tässä työssä käytetty menetelmä on tällainen: siitä on jo useita julkaisuja, ja sitä ollaan 
valmistelemassa standardimenetelmäksi. Validoinnissa laboratorio varmistaa, että 
menetelmä soveltuu tarkoitettuun käyttöön ja että saadut tulokset ovat luotettavia.
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Validointi on aina matriisikohtainen. Pystytetty analyysimenetelmä validoitiin tässä 
työssä öljymäisessä ja kiinteässä matriisissa: ekstra-neitsytoliivioljyssä ja belgialaisessa 
vohvelissa. Jokaiseen validointinäytesarjaan väkevöitiin näytteitä kahdessa 
pitoisuustasossa (470 µg/kg ja 941 µg/kg) ja kustakin pitoisuustasosta oli kolme 
rinnakkaisnäytettä. 
Analyysimenetelmä validoitiin niiden parametrien suhteen, mitkä akkreditoidussa 
laboratoriossa usein validoidaan. Seuraavat parametrit, joiden suhteen menetelmä 
validoitiin, täyttävät kaikki Euroopan komission vaatimukset validoinnin suhteen: 
spesifisyys, selektiivisyys, lineaarisuus, toistettavuus, sisäinen uusittavuus, 
takaisinsaanto, laskennallinen havaitsemis- ja määritysraja, oikeellisuus ja 
mittausepävarmuus.
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9.2.1. Spesifisyys 
 
Spesifisyys, eli analyysimenetelmän kyky erottaa mittauksissa vain haluttu analyytti, 
määritettiin analysoimalla yhteensä 12 nollanäytettä (kuusi kustakin matriisista), jotka 
oli valmistettu yhteensä kuutena eri päivänä. Spesifisyys on tarpeen validoida, sillä 
näytematriisissa on usein tutkittavien analyyttien lisäksi lukuisia analyytin kanssa 
samankaltaisia yhdisteitä, hajoamistuotteita tai epäpuhtauksia, jotka voivat häiritä 
analyysiä.
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Spesifisyys määritettiin GC-MS-laitteistolla suoritetuista SIM-mittauksista, koska GC-
MS/MS-laitteisto ei ollut käytettävissä tässä vaiheessa validointia. Saadut tulokset olivat 
yhtenäisiä kunkin analyytin suhteen, joten mittauksia pidettiin hyväksyttävinä 
spesifisyyden määritykseen. Analyytti määritettiin kvantitointi/kvalifiointi-ionien 
intensiteettien suhteella käyttämällä yhtälöä (4). 3-MCPD-PBA-johdannaisen m/z-
suhteiksi valittiin 147 (kvantitointi-ioni) ja 196 (kvalifiointi-ioni), 2-MCPD-PBA-
johdannaiselle valittiin vastaaviksi ioneiksi 196 ja 198, ja 3-MBPD-PBA-johdannaiselle 
valittiin 146 ja 240. 
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Ionisuhteiden suurimmat sallitut toleranssivälit on määritetty Euroopan komission 
päätöksella erilaisille massaspektrometrisille menetelmille (taulukko 11).
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 Näiden 
prosenttitoleranssien avulla laskettiin ionisuhteiden sallitut toleranssivälit erikseen 
öljynollanäytteille ja vohvelinollanäytteille. Öljynollanäytteinä käytettiin kaupallista 
ekstra-neitsytoliiviöljyä, jonka 2-MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuudet olivat 
alhaiset. Vohvelinollanäytteet eivät olleet varsinaisia nollanäytteitä, vaan kaupallisia 
belgialaisia vohvelinäytteitä. 
Taulukko 11. Suurimmat sallitut ionien suhteellisten intensiteettien toleranssit erilaisia 
massaspektrometrisia menetelmiä käytettäessä.
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Suhteellinen 
intensiteetti 
(% peruspiikistä) 
EI-GC-MS 
(suhteellinen) 
GC-MS-MS, GC-
MS
n
, LC-MS, LC-
MS
n
 
> 50 % ± 10 % ± 20 % 
> 20 % - 50 % ± 15 % ± 25 % 
> 10 % - 20 % ± 20 % ± 30 % 
≤ 10 % ± 50 % ± 50 % 
 
Kvantitointipiikkien intensiteetti oli 100 %, jolloin kvalifiointi-ionin suhteellinen 
intensiteetti peruspiikistä oli noin 25 % 3-MCPD:llä, 32 % 2-MCPD:llä ja 70 % 3-
MBPD:llä. Täten 2-MCPD- ja 3-MCPD-PBA-johdannaisen suhtellinen toleranssiväli 
oli ± 15 % ja 3-MBPD-PBA-johdannaisen sallittu toleranssiväli oli ± 10 %.  
Nyt voitiin määrittää väkevöityjen näytteiden ionisuhteiden keskiarvot kullekin 
analyytille molemmilla matriiseilla. Väkevöidyt näytteet asettuivat hyvin ionisuhde-
arvoiltaan sallittujen toleranssivälien sisälle (taulukot 12 ja 13). Täten vaatimus 
spesifisyydelle toteutui. 
Taulukko 12. 2-MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliestereiden PBA-johdannaisten 
ionisuhteiden sallittu toleranssiväli ja väkevöityjen näytteiden ionisuhteet (n=18). 
Matriisina ekstra-neitsytoliiviöljy. 
Yhdiste ionisuhde 
(ka.) 
ionisuhteen sallittu 
toleranssiväli 
3-MCPD 3,5 3,3 – 4,4 
2-MCPD 2,8 2,7 – 3,7 
3-MBPD 1,4 1,4 – 1,7 
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Taulukko 13. 2-MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliestereiden PBA-johdannaisten 
ionisuhteiden sallittu toleranssiväli ja väkevöityjen näytteiden ionisuhteet (n=19). 
Matriisina belgialainen vohveli. 
Yhdiste ionisuhde 
(ka.) 
ionisuhteen sallittu 
toleranssiväli 
3-MCPD 3,9 3,2 – 4,3 
2-MCPD 3,1 2,7 – 3,6 
3-MBPD 1,3 1,2 – 1,5 
 
Kaupalliseen ekstra-neitsytoliiviöljyyn valmistetut nollanäytteet sisälsivät hyvin pienet 
pitoisuudet luonnollisesta kontaminaatiosta johtuvia analyyttejä. Täten GC-MS-
laitteiston herkkyys ei aina täysin riittänyt detektoimaan niitä. Väkevöidyistä näytteistä 
voitiin spesifisyys osoittaa erinomaisesti. 
 
9.2.2. Selektiivisyys 
 
Näytteiden taustatasoja seurattiin jokaisessa analyysisarjassa nollanäytteiden avulla. 
Näytteistä ajettiin MRM-mittausten lisäksi SIM-menetelmällä mittaukset GC-MS-
laitteistolla. Selektiivisyyttä arvioitiin nollanäytteillä, joihin oli lisätty vain sisäistä 
standardia, ja jotka kävivät läpi koko analyysimenetelmän. Kuvissa 29 – 31 on esitetty 
kvantitointi-ionikromatogrammit samasta nollanäytteestä (EURL-nollaöljy matriisina, 
johon lisätty 50 µl deuteroituja ISTD-estereitä) kullekin analyytille ja sen sisäiselle 
standardille. 
3-MCPD-johdannaisen ja 2-MCPD-johdannaisen retentioajoilla ei havaittu merkittäviä 
häiritseviä piikkejä. 3-MBPD-johdannaisen kvantitointi-ionina käytettiin m/z-suhteen 
146 ionia, koska m/z-suhteen 147 ionilla oli liikaa taustahäiriötä, joka johtui 
mahdollisesti septumista irtoavista epäpuhtauksista tai matriisihäiriöistä. 
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Kuva 29. SIM-kromatogrammi, jossa on 3-MCPD:n (m/z 147, RT 16,53) ja 3-MCPD-
d5:n (m/z 150, RT 16,46) PBA-johdannaisten kvantitointi-ionit. 
 
 
Kuva 30. SIM-kromatogrammi, jossa on 2-MCPD:n (m/z 196, RT 17,18) ja 2-MCPD-
d5:n (m/z 201, RT 17,10) PBA-johdannaisten kvantitointi-ionit. 
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Kuva 31. SIM-kromatogrammi, jossa on 3-MBPD:n (m/z 146, RT 18,56) ja 3-MBPD-
d5:n (m/z 150, RT 18,49) PBA-johdannaisten kvantitointi-ionit. 
Vastaavalla tavalla selektiivisyys voitiin varmentaa hyväksi vohvelinäytteiden 
kromatogrammeista. Näissä ns. nollanäytteiden pitoisuudet olivat merkittävästi 
suuremmat, sillä varsinaista nollamatriisia ei ollut saatavilla. 
 
9.2.3. Lineaarisuus 
 
Lineaarisuus arvioitiin kalibraatiosuorien määrityksistä tehdyn regressiosuoran 
graafisesta esityksestä. Kalibraatiostandardit oli valmistettu kolmena eri päivänä. 
QuanLynx-ohjelmistolla voitiin laskea regressiokerroin jokaiselle suoralle sekä 
residuaaliarvot kullekin suoran viidestä kalibraatiostandardista. Residuaaliarvo kuvaa 
mitatun ja regressiosuoran kaavan avulla lasketun arvon eroa. Tällöin residuaaliarvojen 
jakautuminen graafisessa esityksessä antaa enemmän tietoa lineaarisuudesta kuin pelkkä 
regressiokerroin. Määritetyllä lineaarisella alueella residuaaliarvojen tulisi olla 
suuruudeltaan ± 20 % sekä niiden tulisi jakautua tasaisesti ja satunnaisesti nollatason 
molemmille puolille koko suoran matkalla. 
Lineaarisuuden tarkastelut on esitetty taulukossa 14. Liitteissä 1 – 3 on esitetty 
tarkastelussa käytetyt kalibraatiosuorat sekä niiden yhtälöt ja residuaaliarvot. Kun 
menetelmä saavutti erinomaisen lineaarisuuden, olivat kaikki pisteet ± 10 % sisällä 
tavoitearvosta. Hyvä lineaarisuus tavoitettiin, kun enintään yksi arvo poikkesi enemmän 
kuin ± 10%.  
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Taulukko 14. Standardisuorien lineaarisuus residuaaliarvojen avulla määritettynä. 
 1. päivä: 2. päivä: 3. päivä: 
Yhdiste Lineaarisuus Lineaarisuus Lineaarisuus 
3-MCPD Hyvä Erinomainen Erinomainen 
2-MCPD Hyvä Erinomainen Erinomainen 
3-MBPD Erinomainen Erinomainen Erinomainen 
 
Lineaarisuus määritettiin viiden kalibraatiostandardin perusteella lineaarisella alueella 
376 µg/kg – 1882 µg/kg, joten tällä alueella voidaan määrittää hyväksyttävällä 
tarkkuudella analyyttien pitoisuudet. Ensimmäisen päivän lineaarisuutta heikensi yhden 
kalibraatiostandardin heikko laatu. Sen analyyttisessä käsittelyssä oli luultavasti jäänyt 
viimeisen uuttovaiheen aikana vettä orgaaniseen faasiin, minkä johdosta näytettä ei 
voitu haihduttaa täysin kuiviin. 
 
9.2.4. Toistettavuus 
 
Toistettavuudella tarkoitetaan vakio-oloissa suoritettujen peräkkäisten mittaustulosten 
yhtäpitävyyttä tietyn suureen suhteen. Vakio-olot tarkoittavat, että näyte on sama, 
menetelmä on sama, laboratorio ja tekijä on sama, ja analyysit suoritetaan lyhyellä 
aikavälillä. Toistettavuus määritettiin seuraamalla näytteiden pitoisuusarvoja. Analyysit 
suoritettiin kahdella eri pitoisuustasolla kolmella eri rinnakkaismäärityksellä kolmena 
eri päivänä. Näytematriiseina toimivat edellä mainitut belgialainen vohveli ja 
kaupallinen ekstra-neitsytoliiviöljy. 
GC-MS/MS-laitteistolla MRM-menetelmällä saaduista mittaustuloksista (liitteet 4 ja 5) 
laskettiin keskimääräinen pitoisuus, keskihajonta ja variaatiokerroin kullekin 
pitoisuustasolle kunakin analyysipäivänä. Pitoisuus voitiin laskea yhtälöllä (2).  
Esimerkiksi vohvelinäytteellä pitoisuustasolla 470 µg/kg oli mittauksille, jotka 
suoritettiin 22.2.2017 (1. analyysipäivä tälle matriisille), saatu kalibraatiosuoraksi 3-
MCPD:n suhteen y = 24.7423*x+0.0309046. Lisäksi näytettä oli punnittu 0,1014 g ja 
mittauksissa 3-MCPD-piikin pinta-alaksi oli saatu 13439 ja 3-MCPD-d5-piikin pinta-
alaksi oli saatu 2130. Sijoittamalla nämä arvot yhtälöön (2) saatiin: 
         
(
     
    
          )
       
       
 =             (µg/kg) ≈ 2502,52 µg/kg 
Vastaavalla tavalla määritettiin kullekin muulle rinnakkaismäärityksen näytteelle 
pitoisuudet ja laskettiin näiden keskiarvot. Tulokset on esitetty oliiviöljynäytteille 
taulukoissa 15 ja 16, ja vohvelinäytteille taulukoissa 17 ja 18. Taulukkoihin laskettiin 
lisäksi keskihajonnat ja variaatiokertoimet kullekin rinnakkaisnäytesarjalle kunakin 
suorituspäivänä. 
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Taulukko 15. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 3-MBPD-PBA-johdannaisten pitoisuus eri 
päivinä pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina ekstra-neitsytoliiviöljy. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 
Yhdiste ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% 
3-MCPD 482,82 9,00 1,86 456,72 33,80 7,40 452,48 13,24 2,93 
2-MCPD 420,48 7,19 1,71 400,40 12,41 3,10 401,93 14,21 3,54 
3-MBPD 623,44 9,87 1,58 522,99 23,43 4,48 575,09 22,19 3,86 
 
Taulukko 16. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 3-MBPD-PBA-johdannaisten pitoisuus eri 
päivinä pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina ekstra-neitsytoliiviöljy. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 
Yhdiste ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% 
3-MCPD 913,70 10,06 1,10 870,61 26,39 3,03 888,92 8,41 0,95 
2-MCPD 835,89 11,81 1,41 818,94 36,77 4,49 827,25 29,71 3,59 
3-MBPD 1211,02 17,24 1,42 1072,92 73,62 6,86 1158,95 22,79 1,97 
 
Taulukko 17. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 3-MBPD-PBA-johdannaisten pitoisuus eri 
päivinä pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina belgialainen vohveli. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 
Yhdiste ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% 
3-MCPD 2476,94 54,53 2,20 3167,59 83,40 2,63 3218,60 82,72 2,57 
2-MCPD 1087,79 43,18 3,97 1147,29 33,57 2,93 1287,74 28,35 2,20 
3-MBPD 4404,43 100,16 2,27 4080,71 113,97 2,79 3987,97 154,30 3,87 
 
Taulukko 18. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 3-MBPD-PBA-johdannaisten pitoisuus eri 
päivinä pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina belgialainen vohveli. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 
Yhdiste ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% 
3-MCPD 2803,15 50,84 1,81 3659,51 30,22 0,83 3819,93 81,04 2,12 
2-MCPD 1455,65 74,67 5,13 1577,82 10,82 0,69 1753,44 31,96 1,82 
3-MBPD 4917,36 171,32 3,48 4671,41 50,10 1,07 4565,34 81,31 1,78 
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Yhtälöllä (3) voitiin edelleen pitoisuusarvoista (pitoisuus rasvassa) johtaa pitoisuus 
tuotteessa (CP) vohvelinäytteille kertomalla se uutetun rasvan massan ja esikäsittelyyn 
punnitun näytteen massan suhteella. Esimerkiksi kun pitoisuudeksi rasvaa kohti oli 
saatu 2502,52 µg/kg edellisellä laskuesimerkillä, ja kun kyseistä näytettä oli punnittu 
esikäsittelyyn 5,0782 g ja esikäsittelyssä siitä oli saatu uutettua 2,2334 g rasvaa (liite 5), 
voitiin pitoisuus tuotteessa laskea:  
                               
        
        
 = 1100,61025 µg/kg ≈ 1100,61 µg/kg 
Tuotekohtaisten pitoisuuksien keskiarvot kullekin analyysipäivälle kullakin 
väkevyystasolla voitiin laskea vastaavalla tavalla. Näille laskettiin edelleen 
keskihajonnat ja variaatiokertoimet (taulukot 19 ja 20). 
Taulukko 19. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 3-MBPD-PBA-johdannaisten tuotekohtainen 
pitoisuus eri päivinä pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina belgialainen vohveli. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 
Yhdiste ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% 
3-MCPD 1088,33 26,41 2,43 1384,33 46,50 3,36 1270,65 43,40 3,42 
2-MCPD 477,96 19,80 4,14 501,40 18,14 3,62 508,39 16,19 3,19 
3-MBPD 1935,21 45,98 2,38 1783,45 64,98 3,64 1574,60 77,32 4,91 
 
Taulukko 20. 3-MCPD-, 2-MCPD- ja 3-MBPD-PBA-johdannaisten tuotekohtainen 
pitoisuus eri päivinä pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina belgialainen vohveli. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 
Yhdiste ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% ka 
(µg/kg) 
sd. 
(µg/kg) 
cv-% 
3-MCPD 1191,53 45,38 3,81 1577,06 24,82 1,57 1519,55 40,03 2,63 
2-MCPD 618,72 36,88 5,96 679,97 10,71 1,58 697,38 3,02 0,43 
3-MBPD 2090,32 103,94 4,97 2013,17 36,59 1,82 1815,86 26,78 1,48 
 
Toistettavuus oli erinomainen kahdella eri pitoisuustasolla, suhteellisen keskihajonnan 
(variaatiokertoimen, cv-%) vaihdellessa välillä 0,69 ja 7,40 (pitoisuus rasvaa kohden) ja 
välillä 0,43 ja 5,96 (pitoisuus tuotetta kohden) riippuen lisäystasosta ja yhdisteestä. 
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9.2.5. Sisäinen uusittavuus 
 
Sisäinen uusittavuus mittaa tarkkuutta, joka määrityksissä saavutetaan, kun ne 
suoritetaan samassa laboratoriossa samalla menetelmällä useana eri päivänä. Sisäinen 
uusittavuus määritettiin laskemalla kahdella pitoisuustasolla väkevöityjen näytteiden 
pitoisuuksien keskiarvot kolmen suorituspäivän ajalta kullekkin näytematriisille. 
Pitoisuuksien keskiarvot kolmen päivän ajalta määritettiin edellä lasketuista 
pitoisuusarvoista. Arvoille määritettiin myös keskihajonnat ja variaatiokertoimet 
(taulukot 21 – 24). 
Taulukko 21. Yhdisteiden sisäinen uusittavuus pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina 
ekstra-neitsytoliiviöljy. 
Yhdiste ka. (µg/kg) sd. (µg/kg) cv-% 
3-MCPD 464,01 23,50 5,06 
2-MCPD 407,60 13,99 3,43 
3-MBPD 573,84 46,67 8,13 
 
Taulukko 22. Yhdisteiden sisäinen uusittavuus pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina 
ekstra-neitsytoliiviöljy. 
Yhdiste ka. (µg/kg) sd. (µg/kg) cv-% 
3-MCPD 891,07 23,83 2,67 
2-MCPD 827,36 25,44 3,08 
3-MBPD 1147,63 72,16 6,29 
 
Taulukko 23. Yhdisteiden sisäinen uusittavuus pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina 
belgialainen vohveli. 
Yhdiste ka. (µg/kg) sd. (µg/kg) cv-% 
3-MCPD 2954,37 364,56 12,34 
2-MCPD 1174,27 94,10 8,01 
3-MBPD 4157,70 218,09 5,25 
 
Taulukko 24. Yhdisteiden sisäinen uusittavuus pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina 
belgialainen vohveli. 
Yhdiste ka. (µg/kg) sd. (µg/kg) cv-% 
3-MCPD 3427,53 476,06 13,89 
2-MCPD 1595,64 135,95 8,52 
3-MBPD 4718,04 184,60 3,91 
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Edelleen vohvelinäytteiden mittaustuloksista laskettiin keskiarvot tuotekohtaisille 
pitoisuuksille (CP-arvot) kolmen päivän mittaustuloksista. Lisäksi määritettiin 
keskihajonnat ja variaatiokertoimet (cv-%) (taulukot 25 – 26). 
Taulukko 25. Yhdisteiden sisäinen uusittavuus (pitoisuus tuotteesa) pitoisuustasolla 470 
µg/kg. Matriisina belgialainen vohveli. 
Yhdiste ka. (µg/kg) sd. (µg/kg) cv-% 
3-MCPD 1247,77 133,82 10,72 
2-MCPD 495,92 20,89 4,21 
3-MBPD 1764,42 166,33 9,43 
 
Taulukko 26. Yhdisteiden sisäinen uusittavuus (pitoisuus tuotteesa) pitoisuustasolla 941 
µg/kg. Matriisina belgialainen vohveli. 
Yhdiste ka. (µg/kg) sd. (µg/kg) cv-% 
3-MCPD 1429,38 183,07 12,81 
2-MCPD 665,36 40,63 6,11 
3-MBPD 1973,11 135,06 6,84 
 
CP-arvoissa voitiin havaita suurempaa keskihajontaa kuin pitoisuuksissa rasvaa kohden. 
Tämä johtui todennäköisesti siitä, että uutetun rasvan massassa oli päiväkohtaista 
vaihtelua. Uuttovaiheessa voi siis olla vielä jonkin verran mahdollisuuksia optimointiin. 
 
9.2.6. Takaisinsaanto 
 
Saanto mittaa anaalysimenetelmän tehoa havaita tutkittavaa analyyttiä. Se mittaa talteen 
saadun analyytin määrää aineen oikeasta määrästä. Saanto määritettiin kahdella eri 
pitoisuustasolla väkevöidyn oliiviöljynollamatriisin ja vohvelimatriisin avulla, ja 
määrityksessä käytettiin hyväksi sisäistä standardia. MRM-menetelmää käytettiin 
pitoisuuksien määrittämiseen kappaleessa 9.2.4. Kun pitoisuudet tunnettiin, voitiin 
niistä johtaa takaisinsaanto (rec-%) yhtälön (5) avulla.  
Esimerkiksi, kun pitoisuudeksi oli saatu vohvelinäytteelle väkevyystasolla 470 µg/kg 
(koe suoritettu 22.2.2017, liite 5: näytettä punnittu 0,1014 g) 2502,52 µg/kg, voitiin 
johtaa yhtälöllä (5) takaisinsaannoksi, kun nollanäytteiden keskimääräiseksi 
analyyttimääräksi tänä päivänä oli saatu 0,2097 µg: 
      -   
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Vastaavalla tavalla laskettiin muiden jokaisen päivän yksittäisten analyysien saannot, 
joista johdettiin sitten keskiarvot kullekin päivälle. Edelleen kaikista tietyn 
väkevyystason näytteistä voitiin johtaa kolmen päivän takaisinsaantojen keskiarvot. 
Lisäksi laskettiin keskihajonnat (sd.) ja variaatiokertoimet (cv-%). Tulokset on esitetty 
taulukoissa 27 – 30. 
Taulukko 27. Analyyttien takaisinsaannot pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina ekstra-
neitsytoliiviöljy. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 1. – 3. päivä 
Yhdiste rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
sd. 
rec-% cv-
% 
3-MCPD 101,41 100,80 98,14 100,12 3,96 3,96 
2-MPCD 99,27 98,74 95,99 98,00 2,24 2,29 
3-MBPD 100,93 87,34 94,29 94,19 6,39 6,78 
 
Taulukko 28. Analyyttien takaisinsaannot pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina ekstra-
neitsytoliiviöljy. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 1. – 3. päivä 
Yhdiste rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
sd. 
rec-% cv-
% 
3-MCPD 98,35 98,15 97,40 97,97 0,88 0,90 
2-MPCD 99,89 102,15 99,56 100,53 2,00 1,99 
3-MBPD 101,99 93,88 98,45 98,11 4,21 4,29 
 
Taulukko 29. Analyyttien takaisinsaannot pitoisuustasolla 470 µg/kg. Matriisina 
belgialainen vohveli. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 1. – 3. päivä 
Yhdiste rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
sd. 
rec-% cv-
% 
3-MCPD 93,85 102,06 121,68 105,86 14,34 13,55 
2-MPCD 97,88 100,01 105,73 101,21 6,28 6,21 
3-MBPD 110,31 105,62 116,92 110,95 10,42 9,39 
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Taulukko 30. Analyyttien takaisinsaannot pitoisuustasolla 941 µg/kg. Matriisina 
belgialainen vohveli. 
 1. päivä 2. päivä 3. päivä 1. – 3. päivä 
Yhdiste rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
ka. 
rec-% 
sd. 
rec-% cv-
% 
3-MCPD 93,78 104,84 120,04 106,22 12,03 11,33 
2-MPCD 99,15 102,40 105,81 102,46 4,21 4,11 
3-MBPD 115,10 104,01 102,21 107,10 6,30 5,88 
 
Pienistä standardipoikkeamista ja variaatiokertoimista voitiin päätellä, että 
keskimääräinen saanto niin kolmen päivän ajalta kuin kunakin analyysipäivänä oli 
hyvin yhtenevä. 
 
9.2.7. Laskennallinen havaitsemis- ja määritysraja (LOD ja LOQ) 
 
Havaitsemisraja on pienin pitoisuus, jolla voidaan riittävän luotettavasti todeta, 
sisältääkö näyte analyyttiä vai ei, ilman että määritetään tarkkaa pitoisuutta. Se on siis 
raja-arvo, jonka alittavilla pitoisuuksilla ei voida todeta positiivisia tuloksia. 
Havaitsemisrajan määritys perustuu taustan hajonnan tutkimukseen. Havaitsemisraja 
voitiin määrittää pitoisuudeksi, joka oli yhtä suuri kuin nollanäytteen keskiarvo lisättynä 
kolme kertaa nollanäytteen keskihajonnalla yhtälön (7) mukaisesti.
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 Määrityksiin 
käytettiin kaupalliseen ekstra-neitsytoliiviöljyyn valmistettuja näytteitä ja määritys 
perustui kolmena eri päivänä suoritettuihin mittauksiin. 
Oliiviöljynollanäytteiden pitoisuuksien keskiarvot saatiin soveltamalla yhtälöä (2) luvun 
9.2.4. mukaisesti. Tuloksista saatiin johdettua myös keskihajonnat kullekin yhdisteelle 
kolmen päivän ajalta. Nyt voitiin sijoittamalla yhtälöön (7) määrittää esimerkiksi 3-
MCPD:lle LOD-vasteeksi: 
LOD-vaste = 9,369136 µg/kg + 3*3,823304 µg/kg = 20,83905 µg/kg ≈ 20,84 µg/kg. 
Vastaavalla tavalla voitiin yhtälöllä (9) selvittää määritysraja (LOQ), eli pienin 
pitoisuus analyyttiä, joka voidaan luotettavasti ja toistettavasti määrittämään näytteestä. 
Kaavassa määritettiin LOQ-vaste laskemalla keskimääräinen taustakohina (6 
nollanäytteen keskiarvo) ja lisäämällä siihen 10x nollanäytteiden keskihajonta. Saadut 
LOD- ja LOQ-vasteet on esitetty taulukkossa 31. 
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Taulukko 31. LOD- ja LOQ-vasteet ekstra-neitsytoliiviöljy-näytteellä. 
Yhdiste LOD-vaste 
(µg/kg) 
LOQ-vaste 
(µg/kg) 
3-MCPD 21 48 
2-MCPD 12 36 
3-MBPD 39 48 
 
Vertaamalla pienimpään matriisisuoran pisteeseen (Cal 4, 376 µg/kg), kaavalla  (7) 
saadun LOD-vasteen arvon ja verrannon avulla voitiin edelleen selvittää laskennallinen 
LOD-pitoisuus kaavan (8) mukaisesti:  
Sijoittamalla saadut arvot ccal4 = 365,7702 µg/kg ja vaste(ka.)cal4 = 3352,333 ja 
esimerkiksi 3-MCPD:n LOD-vaste = 20,83905, saatiin: 
   -           
        
         
                        µ     . 
Vastaavalla tavalla määritettiin laskennalliset määritysrajat LOQ-vasteen avulla 
yhtälöllä (10). Tulokset on esitetty taulukossa 32. 
Taulukko 32. Laskennalliset havaitsemis- ja määritysrajat ekstra-
neitsytoliiviöljynäytteellä. 
Yhdiste LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg) 
3-MCPD 2,3 5,2 
2-MCPD 1,9 5,7 
3-MBPD 2,7 3,3 
 
Laskennallisten havaitsemis- ja määritysrajojen arvojen suuruusluokka oli yllättävän 
alhainen. Mikäli ne pitävät paikkanssa, ovat ne erinomaisia, sillä EFSA vaatii 3-
MCPD:n suhteen menetelmältä LOQ-raja-arvon 100 µg/kg.
3
 Laskennallisia pitoisuuksia 
määritettäessä verrannolla, matriisisuora oli valmistettu EURL-”nollaöljyyn”, kun 
ekstra-neitsytoliiviöljyn nollanäytteisiin käytettiin kaupallista oliiviöljyä. Se, että 
matriisit poikkesivat näin toisistaan, voi selittää laskennallisten arvojen suuruusluokan. 
Suositellaankin, että ne todennetaan uusintamäärityksissä, kun menetelmä validoidaan 
laajemmin ennen käyttöönottoa. LOD- ja LOQ-vasteiden suuruusluokkaa sen sijaan 
voitiin pitää täysin uskottavana, sillä itse mittauksissa kaupallisesta ekstra-
neitsytoliiviöljystä valmistetuista nollanäytteistä mitattujen analyyttien pitoisuudet 
olivat ajoittain hyvinkin alhaiset, mutta silti määritettävissä MRM-menetelmällä. LOD 
ja LOQ määritettiin vain oliiviöljymatriisesta, sillä ei ollut saatavilla vohvelimatriisin 
nollanäytteitä. 
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9.2.8. Oikeellisuus 
 
Mittaustulosten oikeellisuus (engl. trueness) voitiin määrittää vertailututkimuksen 
tuloksia hyödyntämällä. EURL-PAH (engl. European Union Reference Laboratory for 
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) järjesti analyysimenetelmästä vuoden 2016 kesällä 
vertailututkimuksen.
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 Vertailututkimuksen tarkoituksena oli selvittää Euroopan 
virallisten vertailulaboratorioiden valmiutta analysoida MCPD- ja glysidyyliestereitä 
elintarvikkeista. 
Vertailututkimuksessa oli samat näytematriisit kuin validoinnin määrityksessä: ekstra-
neitsytoliiviöljynäyte ja luonnollisesti kontaminoitunut belgialainen vohveli. Taulukossa 
33 on esitetty vertailunäytteistä mitatut pitoisuudet kullekin yhdisteelle sekä 
tutkimustulosten ohessa julkaistut vertailuarvot ja standardipoikkeamat. Taulukossa 
esitetyt pitoisuudet ovat rinnakkaisnäytteistä mitattujen pitoisuuksien keskiarvot. 
Taulukko 33. Vertailututkimuksen tulokset MCPD-yhdisteille. 
 
 
 
Yhdiste 
Mitattu 
pitoisuus 
(öljy)  
(µg/kg) 
Vertailu-
pitoisuus (öljy)  
(µg/kg) 
σP 
(µg/kg) 
Mitattu 
pitoisuus 
(vohveli) 
(µg/kg) 
Vertailupitoisuus 
(vohveli)  
(µg/kg) 
σP  
(µg/kg) 
3-MCPD 958 963 154,9 1053 981 157,4 
2-MCPD 618 626 107,9 504 498 88,5 
3-MBPD 1047 1062 168,4 302 286 55,2 
 
Vertailemalla mitattuja pitoisuuksia yhtälön (6) mukaisesti vertailututkimuksen 
kokonaistuloksiin, voitiin laskea z-arvot (kuinka monta standardipoikkeamaa saatu tulos 
eroaa kokonaiskeskiarvosta) oliiviöljy- ja vohvelinäytteelle. 
Esimerkiksi oliiviöljyn tapauksessa 3-MCPD:n vertailuarvo oli 963 µg/kg ja σP oli 
154,9 µg/kg. Sijoittamalla xmääritetty-arvoksi vertailuöljystä mitattujen pitoisuuksien 
keskiarvo 958,09 yhtälöön (6) saatiin z-arvoksi:  
  
                        
           
        
Vertailututkimuksessa selvitettiin myös vohvelinäytteen pitoisuuksia tuotteessa (CP-
arvot). Arvo johdettiin pitoisuuden arvosta kertomalla se uutetun rasvan ja näytteen 
massan suhteella yhtälön (3) mukaisesti mitattujen arvojen ja vertailuarvojen avulla 
(taulukko 34). Näin voitiin myös varmentaa, että analyysin ensimmäinen vaihe, eli 
rasvan uutto kiinteästä näytteestä onnistuu toistettavasti.  
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Taulukko 34. Vertailututkimuksen tulokset MCPD-yhdisteille. Pitoisuus tuotetta kohti 
(CP-arvo). 
Yhdiste Mitattu 
pitoisuus µg/kg 
Vertailuarvo 
µg/kg 
σP (µg/kg) 
3-MCPD 275 266 51,9 
2-MCPD 132 135 29,2 
3-MBPD 79 78 17,2 
 
Taulukossa 35 on esitetty vertailulukuihin perustuvat z-arvot. Kun z-arvo on 
itseisarvoltaan pienempi kuin 2, voidaan tulosta pitää tyydyttävänä. Jos arvo olisi yli 3, 
olisi tulos huono. Mitattujen tulosten oikeellisuuden voitiin siis todeta olevan 
erinomainen. 
Taulukko 35. Vertailututkimuksen tulokset MCPD-yhdisteille. 
Yhdiste z-arvo  
(oliiviöljy) 
z-arvo  
(belgialainen 
vohveli) 
z-arvo 
(vohveli, CP-arvo) 
3-MCPD -0,032 0,46 0,18 
2-MCPD -0,074 0,07 -0,11 
3-MBPD -0,087 0,30 0,07 
 
 
9.2.9. Mittausepävarmuus 
 
Yhtälöllä (11) voitiin määrittää sisäisen uusittavuuden mittaustulosten avulla 
mittausepävarmuuden arvo analyysimenetelmän tuloksille.
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 Esimerkiksi kun 
pitoisuustasolla 470 µg/kg oli oliiviöljynäytteen sisäisen uusittavuuden 
variaatiokertoimeksi laskettu 5,063718 µg/kg (taulukko 21), saatiin: 
                                    ≈ 10,13 µg/kg 
Vastaavalla tavalla laskettiin muiden oliiviöljy- ja vohvelinäytteiden 
mittausepävarmuudet kahdella eri pitoisuustasolla. Taulukoissa 36 ja 37 on esitetty 
mittausepävarmuudet oliiviöljy- ja vohvelinäytteille kahdella eri pitoisuustasolla. 
Taulukko 36. Laajennettu mittausepävarmuus (%) kahdella eri pitoisuustasolla. 
Matriisina ekstra-neitsytoliiviöljy. 
Yhdiste Pitoisuustaso 470 µg/kg Pitoisuustaso 941 
µg/kg 
3-MCPD 10,13 5,35 
2-MCPD 6,86 6,15 
3-MBPD 16,26 12,58 
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Taulukko 37. Laajennettu mittausepävarmuus (%) kahdella eri pitoisuustasolla. 
Matriisina belgialainen vohveli. 
Yhdiste Pitoisuustaso 470 µg/kg Pitoisuustaso 941 
µg/kg 
3-MCPD 24,68 27,78 
2-MCPD 16,03 17,04 
3-MBPD 10,49 7,83 
 
Validointia suorittaessa oli saatavilla vain yhden vertailukokeen tulokset. Laajennettu 
mittausepävarmuus voidaan laskea tarkemmin, kun saatavilla on useamman 
vertailukokeen tulokset (saavutetut z-arvot ja vertailuarvot). Tällöin voidaan 
labotorioiden väliset tulokset huomioiden sulkea pois mahdollisuus systemaattisesta 
virheestä laboratorionsisäisessä menetelmässä. 
 
9.3. GC-MS- ja GC-MS/MS-mittaustulosten vertailu 
 
Työt aloitettiin GC-MS-laitteistolla, mutta lukuisista ongelmista johtuen, menetelmää ei 
aluksi saatu pystytettyä. Ongelmana oli esimerkiksi se, ettei laitteen herkkyyttä saatu 
kohdilleen, vaan matriisihäiriöt estivät kvantitatiivisen pitoisuuksien määrittämisen. 
Herkkyyttä ja laitteiston toimintaa yritettiin tehostaa muun muassa puhdistamalla 
ionilähde ja vaihtamalla kolonni uudempaan. Kuitenkin suuri tausta häiritsi 
kvantitointia. Menetelmää pyrittiin optimoimaan virtausnopeuden ja 
lämpötilaohjelmoinnin avulla tuloksetta. 
Lopulta analyysireaktiot suoritettiin uudelleen ja mittaukset ajettiin GC-MS/MS-
laitteistolla MRM-menetelmällä. Tällöin voitiin todeta tarkat retentioajat yhdisteille. 
Koska molemmissa laitteistoissa käytettiin samaa kolonnia, voitiin tarkat aikaikkunat 
määrittää GC-MS-laitteen SIM-menetelmään. Näin saatiin lopulta mitattua pitoisuudet 
tyydyttävällä tarkkuudella myös GC-MS-SIM-menetelmällä.  
Liitteessä 7 on GC-MS-menetelmällä manuaalisesti integroimalla saatujen piikkien 
pinta-alat. Näistä voitiin edelleen yhtälöllä (2) laskea analyyttien pitoisuudet kolmen 
analyysipäivän rinnakkaisnäytteiden keskiarvoina (taulukot 38 ja 39). Pitoisuudet 
laskettiin vastaavalla tavalla kuin luvussa 9.2.4.  
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Taulukko 38. GC-MS-menetelmällä määritetyt pitoisuudet. Matriisina ekstra-
neitsytoliiviöljy. 
 Väkevyystaso 470 µg/kg Väkevyystaso 941 µg/kg 
Yhdiste 3-MCPD 2-MCPD 3-MBPD 3-MCPD 2-MCPD 3-MBPD 
ka. 
(µg/kg) 582,36 453,07 654,19 950,21 764,49 1246,75 
sd. 
(µg/kg) 43,92 59,12 139,43 38,80 108,76 222,70 
cv-% 7,54 13,05 21,31 4,08 14,23 17,86 
 
Taulukko 39. GC-MS-menetelmällä määritetyt pitoisuudet. Matriisina belgialainen 
vohveli. 
 Väkevyystaso 470 µg/kg Väkevyystaso 941 µg/kg 
Yhdiste 3-MCPD 2-MCPD 3-MBPD 3-MCPD 2-MCPD 3-MBPD 
ka. 
(µg/kg) 2538,13 935,24 4049,74 3102,55 1309,04 4648,24 
sd. 
(µg/kg) 264,75 230,47 549,29 146,19 392,36 550,45 
cv-% 10,43 24,64 13,56 4,71 29,97 11,84 
 
Vertaamalla taulukoissa esitettyjä tuloksia luvussa 9.2.5 esitettyihin tuloksiin, voitiin 
todeta, että GC-MS-menetelmällä saavutettiin kolmen päivän keskiarvona suhteellisen 
hyvä vastaavuus, mutta GC-MS-menetelmän keskihajonnat ja täten variaatiokertoimet 
ovat merkittävästi suuremmat. Mittaustulosten arvoissa on suurempaa hajontaa eri 
päivien välillä. SIM-menetelmällä mitatut tulokset eivät ole yhtä toistettavia ja 
yhteneviä jokaisella mittauskerralla verrattuna MRM-menetelmällä saatuihin tuloksiin.  
GC-MS-menetelmällä saatiin epätarkemmat kromatogrammit ja tuloksista integroitiin 
piikkien pinta-alat manuaalisesti. Esimerkiksi SIM-menetelmällä ajetuissa 
kromatogrammeissa esiintyi tasaista taustahäiriötä m/z-suhteella 147, mikä häiritsi 
ajoittain 3-MCPD:n määritystä. Myös rasvahappometyyliestereistä johtuvat piikit olivat 
GC-MS-SIM-kromatogrammeissa merkittävämpiä häiriötekijöitä kuin MRM-
kromatogrammeissa. GC-MS/MS-menetelmällä saavutettiin suurempi kvantitatiivinen 
tarkkuus, kun seurattiin vain tiettyjä primääristen ionien hajoamista tytärioneiksi. 
Lisäksi tulosten käsittely oli MRM-menetelmällä yksikäsitteisempää kun saatiin 
selkeämmät kromatogrammit, joiden käsittelyssä oli apuna tehokas QuanLynx-
ohjelmisto. Kaiken kaikkiaan analyyttien pitoisuuksien mittaaminen oli huomattavasti 
helpompaa ja tehokkaampaa GC-MS/MS-laitteistolla. 
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10.  Johtopäätökset ja pohdinnat 
 
Työssä pystyttiin onnistuneesti epäsuora analyysimenetelmä, jolla näytteen sisältämät 2-
MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliesterit hydrolysoitiin, ja vapaista muodoista 
valmistettujen fenyyliboorihappojohdannaisten pitoisuudet määritettiin 
kaasukromatografia-massaspektrometrisesti. Menetelmä soveltuu estereiden 
samanaikaiseen määritykseen oliiviöljy ja vohvelimatriiseista. Menetelmän todettiin 
validointivaiheessa olevan spesifinen haluttujen analyyttien suhteen ja 
kromatogrammien näyttävän selektiivisesti vain analyyttipiikit ilman suuria häiriöitä 
samoilla retentioajoilla. EURL-vertailukokeen vertailunäytteistä mitatuista tuloksista 
voitiin todeta menetelmän oikeellisuus, sillä saadut arvot vastasivat vertailuarvoja 
erinomaisesti. Määritysrajan voitiin todeta täyttävän EFSA:n vaatimukset erinomaisesti, 
sillä vaatimuksena LOQ-arvoksi 3-MCPD-esterille on 100 µg/kg, kun menetelmän 
LOQ-vasteeksi määritettiin työssä 48 µg/kg. 
Happamissa oloissa suoritettu vaihtoesteröinti on tehokkain tapa hydrolysoida MCPD-
yhdisteiden esterisidokset. Vapaat muodot analyyteistä uutetaan vaihtoesteröinnin 
jälkeen etyyliasetaatilla ja derivoidaan orgaanisessa liuottimessa. Vaihtoehtona olisi 
derivointi vesifaasissa. Pystytetyn menetelmän etuna on pienempi kulutus 
derivointireagenssia, mikä johtaa pienempään taustahäiriöihin kromatogrammissa, ja 
voidaan saavuttaa alhaisemmat havaitsemisrajat. Lisäksi orgaanista liuotinta kulutetaan 
analyysissä vain vähän, mikä on vihreän kemian periaatteiden mukaista. 
Ennen menetelmän varsinaista käyttöönottoa olisi kuitenkin tarpeen suorittaa laajempi 
validointi. Esimerkiksi määritetty lineaarinen alue ei kattanut täysin koko mahdollista 
määritysaluetta. Suurin osa työssä tutkituista näytteistä kuitenkin asettui 
kalibraatioalueelle.  
Työn aikana oli ongelmia saada menetelmä toimimaan myös GC-MS-laitteistolla. 
Lopulta pitoisuudet voitiin tyydyttävällä toistettavuudella määrittää myös SIM-
menetelmällä. Mahdollinen syy ongelmiin oli vanhentunut laitekanta, jolloin 
kromatografinen herkkyys ei riittänyt, kun määritettiin pieniä pitoisuuksia analyyttejä 
monimutkaisista matriiseista. Edelleen käytännön kvantitatiivisessa määrityksessä 
voitiin todeta, että GC-MS/MS-laitteistolla, MRM-menetelmällä ja QuanLynx-
ohjelmistolla voitiin saavuttaa huomattavasti yksikäsitteisempi, herkempi ja 
spesifisempi tapa määrittää analyytit. 
Pystytetyssä menetelmässä määritettiin esterit epäsuorasti. Tällöin ei saatu tietoa 
esimerkiksi siitä, mistä rasvahapoista esterit koostuvat, eikä tietoa mahdollisista mono- 
ja diesterisuhteista 2-MCPD- ja 3-MCPD-estereiden kohdalla. On todettu, että di- ja 
monoesterit esimerkiksi hydrolysoituvat eri tavalla, joten niillä voi olla toisistaan 
poikkeavat toksikologiset profiilit. Voisi siis olla hyödyllistä tuntea myös tutkittavien 
esterien mono- ja diesterisuhteet ja mahdollisesti rasvahappokoostumus. Kuitenkin 
pystytetyllä menetelmällä voidaan saada hyödyllistä tietoa erilaisten elintarvikkeiden 
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sisältämistä 2-MCPD-, 3-MCPD- ja glysidyyliesteripitoisuuksista. Kun on osoitettu sen 
pätevän oliiviöljy- ja vohvelimatriiseissa, voidaan lähteä validoimaan menetelmää myös 
muille matriiseille. Jatkossa voisi esimerkiksi kartoittaa 2-MCPD-, 3-MCPD- ja 
glysidolipitoisuuksia erilaisissa elintarvikkeissa Suomen ja Pohjoismaiden markkinoilla. 
Näistä ei ole vielä tutkimustietoa vaikka pitoisuuksia on määritetty esimerkiksi Aasian 
ja Pohjois-Amerikan markkinoilla. Kartoitustutkimusten perusteella voisi kehittää 
tietokannat MCPD-yhdisteiden esiintymisestä, ja näitä tietokantoja voisi käyttää 
hyödyksi, kun arvioidaan yksilön riskiä altistua kyseisille yhdisteille. 
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Liite 1. Lineaarisuus 10.02.2017 
 
Compound name: 3-MCPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.994041, r^2 = 0.988118
Calibration curve: 27.5094 * x + 0.135436
Response type: Internal Std ( Ref 1 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: 2-MCPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.996138, r^2 = 0.992291
Calibration curve: 25.9904 * x + -0.111204
Response type: Internal Std ( Ref 3 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: 3-MBPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999711, r^2 = 0.999421
Calibration curve: 16.8077 * x + -0.0256771
Response type: Internal Std ( Ref 5 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Liite 2. Lineaarisuus 01.03.2017 
 
 
 
Compound name: 3-MCPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999958, r^2 = 0.999917
Calibration curve: 24.7873 * x + -0.00509233
Response type: Internal Std ( Ref 1 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: 2-MCPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999925, r^2 = 0.999849
Calibration curve: 28.4237 * x + 0.00111895
Response type: Internal Std ( Ref 3 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Liite 3. Lineaarisuus 21.03.2017 
 
 
Compound name: 3-MBPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999449, r^2 = 0.998898
Calibration curve: 14.866 * x + 0.00889683
Response type: Internal Std ( Ref 5 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: 3-MCPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999958, r^2 = 0.999917
Calibration curve: 24.7873 * x + -0.00509233
Response type: Internal Std ( Ref 1 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: 2-MCPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999925, r^2 = 0.999849
Calibration curve: 28.4237 * x + 0.00111895
Response type: Internal Std ( Ref 3 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Compound name: 3-MBPD (1)
Correlation coefficient: r = 0.999449, r^2 = 0.998898
Calibration curve: 14.866 * x + 0.00889683
Response type: Internal Std ( Ref 5 ), Area * ( IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Liite 4. GC-MS/MS-mittauksilla saadut tulokset öljynäytteistä. 
 
 
 
 
 
Öljyt
1.3.2017 Päivä 1
Calibration y = ax + b a b
3-MCPD 24,7873 -0,00509
2-MCPD 28,4237 0,001119
3-MBPD 14,866 0,008897
Näyte 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5 Näyte (g) ISTD (µl) STD (µl)
Blank A 77 2883 6 2923 398 6628 0,1003 50 0
Blank B 0,1036 50 0
SP 1 A 7978 6605 5497 4536 12971 13638 0,1033 50 50
SP 1 B 7066 5810 4814 3964 12314 12932 0,1002 50 50
SP 1 C 6671 5540 4921 4048 12009 12707 0,101 50 50
SP 2 A 14320 6153 10020 4105 24468 13183 0,1043 50 100
Sp 2 B 14436 6233 9720 3972 24003 12917 0,1017 50 100
SP 2 C 12040 5193 8482 3484 20071 10800 0,1021 50 100
17.3.2017 Päivä 2
Calibration y = ax + b a b
3-MCPD 24,311 0,000827
2-MCPD 24,0692 0,007559
3-MBPD 17,658 -0,00179
Näyte 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5 Näyte (g) ISTD (µl) STD (µl)
Blank A 95 3815 14 1724 552 9125 0,1027 50 0
Blank B 100 4294 12 1526 656 10175 0,102 50 0
SP 1 A 5137 4343 3310 3118 9682 9772 0,1058 50 50
SP 1 B 6215 5684 3800 3774 10531 11289 0,1066 50 50
SP 1 C 7041 5610 4074 4003 12143 12067 0,1055 50 50
SP 2 A 10523 4682 6760 3273 19407 10123 0,11 50 100
Sp 2 B 11045 4821 7400 3401 21007 10039 0,1064 50 100
SP 2 C 12556 5532 7591 3583 22274 10742 0,1053 50 100
22.3.2017 Päivä 3
Calibration y = ax + b a b
3-MCPD 25,2974 0,004484
2-MCPD 26,8962 -0,00323
3-MBPD 17,4421 -0,00522
Näyte 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5 Näyte (g) ISTD (µl) STD (µl)
Blank A 5 135 3 155 79 1270 0,1055 50 0
Blank B 49 3798 3 2566 508 8356 0,1054 50 0
SP 1 A 3068 2608 2196 1927 7279 7249 0,1026 50 50
SP 1 B 4101 3458 2579 2344 8271 8005 0,1062 50 50
SP 1 C 4209 3459 2683 2401 8275 7721 0,1028 50 50
SP 2 A 8165 3527 5512 2342 15293 7321 0,1023 50 100
Sp 2 B 9733 4151 6078 2643 17548 8333 0,1034 50 100
SP 2 C 10305 4346 6727 2953 17962 8566 0,1064 50 100
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Liite 5. GC-MS/MS-mittauksilla saadut tulokset vohvelinäytteistä. Lisäksi vohvelin 
esikäsittelyyn punnittu massa näytettä sekä siitä uutetun rasvan massa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vohvelit
22.2.2017 Päivä 1
Calibration y = ax + b a b
3-MCPD 24,7423 0,030905
2-MCPD 25,0062 -0,01661
3-MBPD 16,1844 -0,04147
Näyte 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5 Näyte (g) ISTD (µl) STD (µl) Punnittu (g) Uutettu rasva (g)
Blank A 13148 2742 2954 1705 37730 5151 0,1033 50 0 5,0606 2,0945
Blank B 12302 2180 2747 1609 21293 4186 0,1015 50 0 5,0545 2,3582
SP 1 A 13439 2130 4292 1591 25286 3428 0,1014 50 50 5,0782 2,2334
SP 1 B 9716 1521 3149 1090 19609 2741 0,1022 50 50 5,0447 2,2201
SP 1 C 13292 2131 4374 1604 25612 3527 0,1039 50 50 5,0492 2,2127
SP 2 A 12903 1763 4938 1301 24787 2968 0,1037 50 100 5,0172 2,1908
Sp 2 B 12148 1609 4403 1162 21914 2604 0,1107 50 100 5,031 2,1085
SP 2 C 13423 1829 5253 1325 29893 3527 0,1046 50 100 5,0691 2,125
9.3.2017 Päivä 2
Calibration y = ax + b a b
3-MCPD 24,7873 -0,00509
2-MCPD 28,4237 0,001119
3-MBPD 14,866 0,008897
Näyte 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5 Näyte (g) ISTD (µl) STD (µl) Punnittu (g) Uutettu rasva (g)
Blank A 47028 6590 9709 4335 74236 13416 0,1105 50 0 5,0394 2,2152
Blank B 48911 6864 9651 4315 82340 15001 0,1061 50 0 5,056 2,1709
SP 1 A 50084 6010 15634 4529 98442 15258 0,1094 50 50 5,0254 2,1903
SP 1 B 53723 6442 16786 4834 109915 17104 0,1055 50 50 5,0508 2,1841
SP 1 C 50881 6137 15766 4566 107688 16702 0,1034 50 50 5,0358 2,2293
SP 2 A 59343 6198 19091 4049 122684 16682 0,1049 50 100 5,0129 2,1584
Sp 2 B 55358 5779 18182 3824 116330 15814 0,1054 50 100 5,0515 2,1976
SP 2 C 48720 5088 16139 3401 104604 14286 0,1066 50 100 5,044 2,1548
28.3.2017 Päivä 3
Calibration y = ax + b a b
3-MCPD 21,2511 -0,01072
2-MCPD 21,5191 -0,0055
3-MBPD 15,785 0,018955
Näyte 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5 Näyte (g) ISTD (µl) STD (µl) Punnittu (g) Uutettu rasva (g)
Blank A 10306 1740 2293 1231 19493 3534 0,1047 50 0 5,0268 2,0233
Blank B 9371 1570 2496 1258 28663 5179 0,1023 50 0 5,0127 2,003
SP 1 A 13267 1843 4519 1569 39818 5885 0,1026 50 50 5,0578 2,0193
SP 1 B 15516 2210 5020 1706 44740 6874 0,1053 50 50 5,0789 2,0024
SP 1 C 16753 2305 5554 1929 43710 6640 0,1068 50 50 5,0701 1,9809
SP 2 A 19795 2405 7878 1988 52441 7046 0,1037 50 100 5,0222 1,9786
Sp 2 B 22128 2643 8112 2116 53994 7246 0,1011 50 100 5,0685 2,0018
SP 2 C 23663 2805 8686 2261 53543 7217 0,1041 50 100 5,0649 2,0485
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Liite 6. Lisätyt määrät standardeja. 
 
Liite 7. GC-MS-laitteistolla suoritetut mittaukset. Integroitu manuaalisesti. 
 
Lisätty määrä (µg)
Näyte ISTD (µl) STD (µl) 3-MCPD 3-MCPD-d5 2-MCPD 2-MCPD-d5 3-MBPD 3-MBPD-d5
Blank A 50 0 0 0,048775 0 0,04455 0 0,0539
Blank B 50 0 0 0,048775 0 0,04455 0 0,0539
SP 1 A 50 50 0,04705 0,048775 0,04295 0,04455 0,059275 0,0539
SP 1 B 50 50 0,04705 0,048775 0,04295 0,04455 0,059275 0,0539
SP 1 C 50 50 0,04705 0,048775 0,04295 0,04455 0,059275 0,0539
SP 2 A 50 100 0,0941 0,048775 0,0859 0,04455 0,11855 0,1078
Sp 2 B 50 100 0,0941 0,048775 0,0859 0,04455 0,11855 0,1078
SP 2 C 50 100 0,0941 0,048775 0,0859 0,04455 0,11855 0,1078
Cal 4 50 40 0,03764 0,048775 0,03436 0,04455 0,04742 0,04312
Cal 5 50 60 0,05646 0,048775 0,05154 0,04455 0,07113 0,06468
Cal 7 50 100 0,0941 0,048775 0,0859 0,04455 0,11855 0,1078
Cal 9 50 150 0,14115 0,048775 0,12885 0,04455 0,177825 0,1617
Cal 10 50 200 0,1882 0,048775 0,1718 0,04455 0,2371 0,2156
GC-MS
Öljyt
1.3.2017 Näyte 3-MCPD (147) 3-MCPD-d5 (150) 2-MCPD (196) 2-MCPD-d5 (201) 3-MBPD (240) 3-MBPD-d5 (245)
SP 1 A 31306 25576 18217 19605 21406 24121
SP 1 B 24201 24641 15867 16564 20066 20867
SP 1 C 33899 25883 8191 7065 22463 23533
SP 2 A 69423 30987 36515 17322 46970 24445
Sp 2 B 47725 21511 23545 9974 37785 20609
SP 2 C 40279 16695 16659 7472 33535 17074
17.3.2017 SP 1 A 13687 14281 3635 5408 17250 15518
SP 1 B 25783 20387 7520 10313 29485 17347
SP 1 C 14183 12816 5044 4508 15979 15091
SP 2 A 31856 15763 14461 9056 33078 15980
Sp 2 B 35176 14450 14599 8434 32924 16362
SP 2 C 29896 13516 12055 7784 25783 8545
22.3.2017 SP 1 A 20301 17676 7395 9045 14378 13284
SP 1 B 11485 9632 4745 4043 9233 8215
SP 1 C 15218 11412 5816 5557 12832 10002
SP 2 A 22566 10318 7755 3752 19137 9128
Sp 2 B 29178 12355 10024 6098 19592 11850
SP 2 C 28832 12013 10163 6587 22563 11301
Vohvelit
22.2.2017 SP 1 A 97919 17777 30181 11634 85970 12889
SP 1 B 143079 29722 43663 17787 133269 18823
SP 1 C 231060 41203 68094 25721 186333 27855
SP 2 A 241810 34323 88930 24784 198479 25632
Sp 2 B 238901 33534 87305 24038 203090 25077
SP 2 C 259694 33426 86846 24029 195473 24678
9.3.2017 SP 1 A 169240 21434 35988 10786 105592 16795
SP 1 B 165469 22453 32690 10180 101719 16459
SP 1 C 165060 23075 31873 10686 96280 15218
SP 2 A 145652 15846 30216 6195 102281 13985
Sp 2 B 136967 14450 28684 6020 92958 12399
SP 2 C 138103 14996 27529 5802 96078 12728
28.3.2017 SP 1 A 72469 9436 10065 4576 60927 8070
SP 1 B 54576 6542 6270 2990 43617 6764
SP 1 C 54307 6617 5407 3617 41979 5659
SP 2 A 76368 8653 9000 3460 48432 5860
Sp 2 B 105129 11660 12910 5246 67328 7593
SP 2 C 88779 9943 10281 4950 52751 7428
